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RESUMEN

El objetivo del presente trabajo consistio en caracterizar los dafios macroscopicos
y microscopicos en organos parenquimatosos ocasionados por Ehrlichia canis en
perros, a través de la elaboracion de una revision bibliografica de tipo cualitativa.
Para lo cual resulté necesario actualizar la informacion ya existente sobre la
ehrlichiosis canina, para de esta manera, poder identificar los diferentes métodos
diagnosticos para iniciar el tratamiento lo mas temprano posible con el antibi6tico
de primera eleccién y asi evitar que la enfermedad evolucione.

El desarrollo y la evolucion de esta patologia adquiere importancia debido a su
transmision al ser humano, lo que ha derivado en un problema de salud publica.
La ehrlichiosis canina es causada por el agente Ehrlichia canis y es trasmitido por
un vector artrépodo, Rhipicephalus sanguineus. La infeccion ocurre cuando la
garrapata ingiere sangre de un animal infectado y ataca después a otro animal,
ocasionando la transmision del microorganismo via mecéanica. Posterior al periodo
de incubacién, presenta una fase aguda que oscila entre 2 a 4 semanas cuya
multiplicacion se suscita dentro de los monocitos; la fase subclinica puede durar
hasta 5 afios y los signos clinicos desaparecen, finalmente la fase cronica se
caracteriza por aplasia medular 6sea. El antibiético de eleccion es la Doxiciclina,
una tetraciclina semisintética, liposoluble, que se absorbe en el tracto digestivo,
ésta se une a proteinas plasmaticas, penetra los tejidos y alcanza en la sangre
concentraciones mayores respecto a otras tetraciclinas; ademas de su alta
liposolubilidad, su eliminacion renal es mas lenta respecto a la oxitetraciclina,
ademas que su grado de absorcion es alto y su vida media en suero es de
aproximadamente, 19.5 horas. Este compuesto actua favoreciendo la fusion entre
los fagosomas, donde se encuentran las ehrlichias y los lisosomas. Posee
actividad bacteriostéatica y su tratamiento debe ser cuando menos durante 28 dias.
Se concluye que desde el punto de vista de la salud publica, la caracterizacion de

los dafios a nivel microscopico y macroscopico de érganos parenquimatosos de
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perros infectados por Ehrlichia canis permite diagnosticar prontamente la patologia

y consecuentemente implementar el tratamiento adecuado, permitiendo la
sobrevivencia del paciente canino y buena calidad de vida.
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INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por garrapatas son un problema emergente
alrededor del mundo (Sarma et al., 2014), sobre todo en climas tropicales y
subtropicales, de éstas, varias especies de la Familia Anaplasmataceae pueden
afectar al perro (Dumler et al., 2001; Shaw et al., 2001), destacando la ehrliquiosis
monocitica canina (EMC) que es causada por Ehrlichia canis. El principal vector
de Ebhrlichia canis en el perro es la garrapata café del perro (Rhipicephalus
sanguineus) (Shaw et al., 2001; Baba et al, 2012). Sin embargo, la garrapata del
género Amblyomma americanum parece ser el principal vector de E. ewingii
(Cohen et al., 2010; Beall et al., 2012). El diagndstico de ésta enfermedad puede
ser realizado al identificar directamente cuerpos de inclusiobn o mérulas en las
células parasitadas (leucocitos o plaquetas, segun sea el caso) de un frotis
sanguineo (Elias, 1992), o de aspirado de nodulos linfaticos (Mylonakis et al.,
2003); también se utiliza la deteccion especifica de anticuerpos por medio de
pruebas de inmunofluorescencia (IFA) o de ELISA-Dot (Cadman et al., 1994) y por
pruebas moleculares como la reacciébn en cadena de la polimerasa, conocida
como PCR (Kaewmongkol et al., 2015; Nakaghi et al., 2008; Movilla et al., 2017).
El diagnéstico en la fase crénica y la eficacia del tratamiento de la ehrliquiosis
monocitica canina representa un reto para los veterinarios, porque existe la
posibilidad de que las bacterias no se encuentren circulando en sangre en el
momento de la obtencion de la muestra. A la fecha, las enfermedades transmitidas
por garrapatas son una amenaza para la salud de animales de compafiia y para
los seres humanos en el mundo (Jongejan y Uilenberg, 2004). Se sabe que esta
enfermedad se distribuye en funcién al tipo de clima y a las areas afectadas,
destacando los climas tropicales y sub tropicales (Adrianzén et al., 2003), aunque
en los ultimos afios se ha reportado un aumento de casos en areas con climas
distintos a los citados. Dicha caracteristica ocurre por el aumento de la

temperatura ambiental, la cual es causada por el cambio climatico e importacion
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de mascotas infestadas con este artropodo (Dumler et al., 2001; Shaw et al.,
2001). Desde el punto de vista de la salud publica, resulta necesario caracterizar
de manera certera los dafios a nivel microscopico y macroscopico en 6rganos
parenquimatosos de perros infectados por Ehrlichia Canis mediante la realizacién

de una revision de bibliografia de tipo cualitativa.
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REVISION DE LITERATURA

1. Ehrlichia canis en el mundo

Las enfermedades transmitidas por garrapatas son un problema emergente
alrededor del mundo, sobre todo en climas tropicales y subtropicales. De estas,
varias especies de la Familia Anaplasmataceae pueden afectar al perro (Dumler et
al., 2001; Shaw et al., 2001). De entre ellas, esta la ehrliquiosis monocitica canina
(EMC) causada por Ehrlichia canis. Por otra parte, la ehrliquiosis granulocitica
canina (EGC) y la anaplasmosis son causadas por la Ehrlichia ewingii y
Anaplasma phagocytophilum, respectivamente. Por ultimo, la trombocitopenia
ciclica canina (TCC) es causada por la infeccién de las plaquetas con Anaplasma
platys (Cohn, 2003). Las caracteristicas fenotipicas y biologicas de los géneros
Ehrlichia y Anaplasma son bastante similares, diferenciandose en su espectro de
hospedadores y por las células que colonizan (Almazan et al., 2016). Por este
motivo, generalmente se describen las caracteristicas generales del género
Ehrlichia/Anaplasma. El principal vector de Ehrlichia canis en el perro es la
garrapata café del perro (Rhipicephalus sanguineus) (Shaw et al., 2001; Baba et
al., 2012). Sin embargo, la garrapata del género Amblyomma americanum parece
ser el principal vector de E. ewingii (Cohen et al., 2010; Beall et al., 2012).
Anaplasma phagocytophilum es transmitida por garrapatas del género Ixodes spp.
(Carrade et al.,, 2011) y recientemente ha sido aislada de Rhipicephalus

sanguineus (Ghafar y Amer, 2012).

1.1. Distribucion de Ehrlichia canis en el mundo

Las enfermedades transmitidas por garrapatas siguen siendo una amenaza para
la salud de animales de compaiiia (Sarma et al., 2014) y para los seres humanos
en el mundo (Jongejan y Uilenberg, 2004). Las areas afectadas por este tipo de
enfermedades son de climas tropicales y subtropicales (Adrianzén et al., 2003),

aunque en los ultimos afios se ha reportado un aumento de casos en areas con
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otros climas. Esto ocurre por el aumento de temperatura ambiental causado por el
cambio climético y por la importacion de mascotas infestadas con este artropodo
(Dumler et al., 2001). La ehrlichiosis canina también es conocida como
Rickettsiosis canina, fiebre hemorragica canina, enfermedad del perro rastreador,
tifus de la garrapata canina, desorden hemorragico de Nairobi y pancitopenia
tropical canina (Shaw et al.,, 2001). La distribucidon de la ehrlichiosis esta
relacionada con la distribucidon del vector Rhipicephalus sanguineus, cuya
incidencia ha sido documentada en cuatro continentes incluyendo Asia, Africa,
Europa y América. La incidencia de EMC esta probablemente relacionada con la
distribucion geografica de Rhipicephalus sanguineus, el vector primario de E.
Canis. Rhipicephalus sanguineus no es una garrapata comun en Japon, excepto
en Okinawa. Por lo tanto, EMC es una enfermedad poco comun en Japoén y solo
se ha informado en un perro que emigr6 de una zona endémica (Baba et al.,
2012). La ehrlichiosis monocitica canina es causada por la Rickettsia Ehrlichia
canis, bacterias intracelulares obligadas gram negativas o cocoides pleomoérficas
pequefas, las cuales son transmitidas por garrapatas que parasitan el citoplasma
de los leucocitos (monocitos, macrofagos y granulocitos) circulantes en grupos de

organismos denominados mérulas (Waner y Harrus, 2000).

1.2. Patogénesis de Ehrlichia canis

Una gran variedad de factores como el tamafio de inoculo, cepa de Ehrlichia,
inmunidad del paciente, enfermedades concomitantes producidas por otros
parasitos transmitidos por garrapatas pueden influir en el curso y el resultado de la
infeccion. El perro se infecta por la picadura de una garrapata que al alimentarse
inyecta en el lugar secreciones salivares contaminadas con Ehrlichia canis o en
forma iatrogénica por medio de transfusiones sanguineas de un perro infectado a
otro susceptible (Harrus et al., 2007). La patogénesis de la ehrlichiosis canina
incluye un periodo de incubacion de 8 a 20 dias, seguido de una fase aguda,

subclinica y a veces cronica. Durante la fase aguda, el parasito ingresa al torrente
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sanguineo y linfatico y se localiza en los macréfagos del sistema reticulo-endotelial
del bazo, higado y ganglios linfaticos, donde se replica por fision binaria. Desde
alli, las células mononucleares infectadas, diseminan a las rickettsias hacia otros
organos del cuerpo (Sainz et al., 2000). La fase aguda puede durar entre 2 y 4
semanas. Los perros tratados inadecuadamente o no tratados, pueden desarrollar
una fase subclinica que aunque sin signos clinicos de la enfermedad mantiene
recuentos bajos de plaquetas (Reardon y Pierce, 1981). Estos pacientes se
transforman en portadores sanos por un periodo que puede llegar hasta los 3
afios. Durante el curso de la enfermedad, ocurren recombinaciones repetidas en
los genes antigénicos proteicos principales de la membrana externa de ehrlichias,
gue conduce a la generacion de variaciones en epitopes inmunogénicos y permite
gue los microorganismos evadan los mecanismos de defensa del huésped y den
como resultado infecciones persistentes. En los pacientes con fase crénica de la
enfermedad, en su forma mas grave, el cuadro se caracteriza por la reduccion de
la produccién de elementos sanguineos de la médula 6sea (Mylonakis et al.,
2004).

Diferentes mecanismos inmunolégicos intervienen en la patogénesis de la
enfermedad, entre los dias 4 y 7 posteriores a la infeccién aparece IgM e IgA, y la
lgG aumenta a partir del dia 15, esta respuesta humoral tiene un efecto minimo en
la eliminacion del organismo intracelular y no proporcionan proteccion ante una
nueva infeccion, en cambio produce efectos perjudiciales en el progreso de la
enfermedad debido a las consecuencias inmunopatolégicas (McBride et al., 2001).
Esto se evidencia por pruebas de Coombs y de autoaglutinacion positivas en
animales infectados y la demostracién de anticuerpos antiplaquetas (APA), lo cual
parece ser una de las causas de la trombocitopenia o trombocitopatia (Villanueva,
2014).
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1.3 Signos clinicos provocados por la Ehrlichia canis

A la fecha se han descrito signos clinicos muy diversos, esto puede ser debido a
cuestiones multifactoriales, incluyendo diferencias en la patogenicidad de las
diferentes cepas de Ehrlichia, raza de perros, infecciones concomitantes con otras
enfermedades transmitidas por garrapatas y el estado inmunitario del perro. En la
fase aguda, que puede durar ente 1 y 2 semanas los signos pueden incluir:
depresion, letargia, anorexia, fiebre, linfoadenomegalia, esplenomegalia y pérdida
moderada de peso. Los perros pueden presentar tendencia al sangrado, petequias
con esquimosis en la piel, membranas mucosas y ocasionalmente epistaxis
(Reardon y Pierce, 1981).

Los signos oculares son frecuentes e incluyen uveitis, hipema, tortuosidad de
vasos retinales y lesiones corio-retinales focales. Puede haber desprendimiento de
retina y ceguera debido a hemorragias subretinales. También pueden presentarse
el vomito, descarga oculonasal serosa a purulenta, claudicacion, ataxia e incluso
disnea. En la enfermedad crénica, los signos clinicos mas comunes son debilidad,
depresion, anorexia, pérdida repentina de peso, palidez de mucosas, fiebre y
edema periférico (especialmente en miembros posteriores y escroto) (Mylonakis et
al., 2004). Otros hallazgos frecuentes son el sangrado por trombopatia, petequias,
esquimosis dérmicas y de membranas mucosas y epistaxis. Parmar et al. (2012)
realizaron diagndstico de ehrlichiosis canina en 40 perros con signos asociados a
la E. Cani, sefialaron que los signos mas comunes asociados a esra enfermedad
fueron fiebre, depresién, anorexia y anemia, con tendencia al sangrado. En casos
severos, el paciente muere a causa de las infecciones bacterianas secundarias o
hemorragias incontrolables (Berelli y Walker, 2015).

Respecto a los signos neurolégicos, pueden ocurrir tanto en la enfermedad aguda
como cronica, estos pueden deberse a hemorragias, infiltracion celular extensa y
compresion perivascular de las meninges (Lewis, 2012). En ocasiones, se ha
reportado la aparicion de signos neuromusculares generalizados como polimiositis

con tetraparesia progresiva de aparicion aguda, hiporeflexia y consuncién

Elisa Carolina Lopez Gomez



Caracterizacion de los dafios macroscépicos y microscopicos de 6rganos parenquimatosos
obtenidos de perros infectados por Ehrlichia canis: revision bibliografica cualitativa

muscular. En pacientes caninos, es posible la presencia de claudicaciones con
andar endurecido por la poliartropatia, la cual puede ser producida por
hemorragias en la articulacion o por deposicién de complejos inmunes con artritis
y efusidn neutrofilica en la articulacion. Desde el punto de vista hematoldgico, la
trombocitopenia es el hallazgo mas comun (Breitschwerdt, 2007), también la

leucopenia y anemia moderada (normocitica, normocrémica no regenerativa).

1.4. Diagndstico de Ehrlichia canis

El diagndstico de estas enfermedades puede ser realizado al identificar
directamente cuerpos de inclusion o mérulas en las células parasitadas (leucocitos
o plaquetas) de un frotis sanguineo (Elias, 1992), o de aspirado de ndédulos
linfaticos (Mylonakis et al., 2003). También se utiliza la deteccion especifica de
anticuerpos por medio de pruebas de inmunofluorescencia (IFA) o de Dot-ELISA
(Cadman et al., 1994) y por pruebas moleculares como la reaccion en cadena de
la polimerasa (Nakaghi et al., 2008). El diagndéstico en la fase cronica y la eficacia
del tratamiento de la ehrliquiosis monocitica canina y la anaplasmosis canina
representan un reto para los veterinarios, porque en ambos casos existe la
posibilidad de que las bacterias no se encuentren circulando en sangre en el
momento de la obtencion de la muestra para desarrollar el diagndstico.

Desde el punto de vista bioquimico, las principales anormalidades en los perros
infectados son la hipoalbuminemia, hiperglobulinemia e hipergamaglobulinemia
(Berelli et al., 2015).

En frotis sanguineos o aspirados de bazo tefiidos con Giemsa puede confirmarse
la infeccion por la visualizacion de las morulas en los monocitos, pero solo
aparecen en el 4% de pacientes enfermos (Waner y Harrus, 2000). Por lo cual, no
debe ser el método de eleccidn. No obstante, existe evidencia de que es posible
se pueda ampliar la sensibilidad de esta técnica mediante la realizacion de frotis
de capa flogistica o frotis de sangre obtenida de capitales del margen de pabelldn

auricular. La trombocitopenia sobreviene experimentalmente a los 14 dias de la
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infeccion y es debida a una disminucion de la vida media de las plaquetas (Elias,
1992). La causa del incremento de destruccion plaquetaria no se conoce, pero se
piensa que existen fendmenos inmunes que también provocarian un defecto de
agregacion de plaquetas con la consiguiente diatesis hemorragica, traducido
clinicamente por epistaxis, purpuras, petequias, visibles en mucosas y éareas
provistas de pelo, zona abdominal, zona inguinal, etc (Walker, 2009).

Actualmente, la prueba de inmunofluorescencia indirecta de anticuerpos (IFA)
usando antigenos de Ehrlichia canis es el test serolégico de diagndstico mas
aceptable (Cadman et al., 1994). Pueden detectar enfermos a partir de los 7 dias
después de la infeccion inicial, a pesar de que es posible que algunos perros no se
tornen seropositivos hasta los 28 dias después de la infeccion inicial. Con lo cual,
luego de un diagnostico negativo deben repetirse el examen a la 2 o0 3 semanas.
Después del tratamiento los anticuerpos declinan gradualmente y se tornan
negativos entre los 6 y 9 meses, aunque algunos perros mantienen los niveles de
anticuerpos altos de por vida, sin saber si el microorganismo persiste en el
organismo por lo que se supone que el paciente se ha recuperado de la infeccién
cuando resuelve la trombocitopenia, la hiperglobulinemia y otras anormalidades
clinicas y de Ilaboratorio de forma progresiva (Berelli et al, 2015).
Independientemente de las pruebas mas actuales, Sarma et al. (2014) sugieren
gue se realicen examenes de laboratorio a fin de coadyuvar en la deteccién de las
enfermedades asociadas a E. Canis y el grado de afectacion de los 6rganos

parenquimatosos (Sarma et al., 2014)
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JUSTIFICACION

La Ehrlichia canis en perros durante el desarrollo de su fase cronica ocasiona que
ciertas bacterias puedan alojarse en 6rganos parenquimatosos, nédulos linfaticos
e incluso a nivel de la médula 6sea. Actualmente existen diversos tratamientos,
destacando la administracion de doxiciclina durante 30 dias. Sin embargo, aun
existe duda en la eficacia del tratamiento en esta especie animal. En &areas
endémicas, los médicos veterinarios utilizan como herramientas de diagnéstico,
las pruebas comerciales de ELISA conocida como IDEXX SNAP, las cuales han
arrojado resultados variables en diferentes etapas de la enfermedad. La utilizacion
de otras técnicas, como herramientas de diagndstico; la PCR por puncion por
aguja fina (PAF) en biopsias de los érganos parenquimatosos de los animales
infectados han dado resultados con menor variabilidad. Debido a lo anteriormente
mencionado, se requiere encontrar la manera mas efectiva de diagnosticar la
patologia en sus fases cronicas, detectar si el paciente sigue siendo portador sin
presentar signologia, ademas de determinar la eficacia de la posologia con
doxiciclina para la erradicacion de la enfermedad en el perro infectado. Es por eso,
gue se han realizado redes tematicas de colaboracion interinstitucional para
proponer metodos de diagndstico para la deteccion de Ehrlichia crénica, es decir,
la utilizacion de biopsias de érganos de perros infectados, posteriormente realizar
PCR-PAF. No obstante, para lograr esta meta, fue necesario realizar una revision
de bibliografica de tipo cualitativa, para caracterizar los dafios macroscopicos y
microscopicos de oOrganos parenquimatosos en perros infectados por Ehrlichia

canis.

Elisa Carolina Lopez Gomez 9



Caracterizacion de los dafios macroscépicos y microscopicos de 6rganos parenquimatosos
obtenidos de perros infectados por Ehrlichia canis: revision bibliografica cualitativa

OBJETIVOS

General
Caracterizar los dafios en 6rganos parenquimatosos ocasionados por Ehrlichia
canis en perros, a través de la elaboracién de una revision bibliografica de tipo

cualitativa.
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MATERIAL Y METODO

e Material Para Consulta

Base de Datos (PubMed, Medline, Redalic y Scopus)
Articulos cientificos.

Normas Oficiales Mexicanas.

Internet

Software Microsoft Office Excel, Word

Programa Estadistico

Materiales de consulta

Metodologia para desarrollo de revision bibliogréfica cualitativa

Se realizé una busqueda en PubMed (Centro Nacional de Informacion sobre
Biotecnologia, Biblioteca Nacional de Estados Unidos, Bethesda, MD), Web of
science (Thomson reuters) y SCOPUS (Elsevier Inteligencia Investigacion) desde
su creacién el 26 de mayo de 2015 y hasta la fecha. En la revision se incluyeron
estudios descriptivos y experimentales, ademas de estudios de tipo transversal y
longitudinal sobre la patogenia de la Ehrlichia Canis en perros infectados
naturalmente o in vitro.

El resultado de la busqueda, permiti6 obtener una determinada cantidad de
estudios, de los cuales se realizé una seleccion de las investigaciones enfocadas
especificamente a evaluar los dafios microscépicos y macroscopicos de érganos
parenquimatosos de perros, humanos y rata infectados con Ehrlichia Canis. Los
documentos obtenidos fueron el resultado de una revision y analisis de los titulos,
y se eliminaron manuscritos duplicados y aquellos estudios que tenian como
objetivo el tratamiento de la patologia.

Para el analisis de la informacion se utilizo la técnica de investigacion documental
Carlos Bosch, (2008) la cual consistio en realizar la recoleccion de la informacion,

seleccién, organizacién, vaciado y redaccion, presentando la informacion en
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Capitulos (Ehrlichiosis, historia de la enfermedad, clasificacion taxondmica,
morfologia, distribucién geogréfica, generalidades, patogénesis, cuadro clinico de
la Ehrlichia canis, signos clinicos, fase aguda, fase subclinica, fase cronica, fase
cronica grave, diagnostico, diagndstico clinico, diagndstico de laboratorio,
hematologia, pruebas inmunoldgicas, inmunodeficiencia indirecta,
inmunoabsorbancia ligada a enzimas por ELISA, frotis sanguineo, cultivo,
serologia, tratamiento), los documentos organizados fueron clasificados por fecha,

cada uno para extraer lo mas relevante de lo investigado por cada autor (es).
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LIMITE DE ESPACIO

La presente revision sistematica, se realiz0 en las instalaciones de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Auténoma del
Estado de México ubicado en el cerrillo piedras blancas, municipio de Toluca,
Estado de México a una latitud norte de 19° 17' 29" de latitud norte y a los 99° 39'

38" de longitud oeste.
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LIMITE DE TIEMPO

Cronograma de actividades

Actividades por realizar

Mes 1

Mes 2

Mes 3

Mes 4

Mes 5

Mes 6

Identificacion y manejo de las
bases de datos para la
identificacion de literatura

primaria.

Elaboracion de palabras clave.

Compilacion de informacién de

caracter cientifico.

Clasificacion de la informacion.

Analisis de la informacion.

Redaccién de la tesina.

Tramites en el departamento de
titulacion de la FMVZ.

Tramites de autorizacion de
examen ante los H.H. Consejos

Académico y de Gobierno.

Obtencion del titulo.
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RESULTADOS
Capitulo 1. Ehrlichiosis.

1.1. Historia

El primer agente etioldgico de ehrlichia fue identificado en el Instituto Pasteur de
Argelia por Donatien y Lestoquard en 1935, quienes identificaron un
microorganismo rickettsial en monocitos de caninos infestados por garrapatas que
presentaban un cuadro patolégico caracterizado por fiebre, anemia, ademas de
pancitopenia severa. El agente causal fue denominado Rickettsia canis (Sainz et
al., 2000), y en 1945 nombrado Ehrlichia canis, en alusién al bacteriélogo Paul
Ehrlich (Dumler et al., 2001, Lopez et al., 2003). En 1962, en Estados Unidos, la E.
Canis fue reconocida y a finales de la misma década, se definié el rol patogénico
significativo de esta especie, cuando se establecié su participacion etioldgica en la
enfermedad pancitopenia tropical canina (Murphy y Papasouliotis, 2012). Esta
enfermedad infecciosa fue identificada en caballos y su causal esta presente en
neutréfilos y eosindfilos, se le nombro Ehrlichia equi, cuyo agente relacionado
podia afectar los granulocitos de los perros (Madewell y Gribble, 1982). Una vez
descrita la enfermedad en perros y con las técnicas moleculares aunadas al
desarrollo de la gendmica, esta bacteria se reclasific6 como A. phagocytophilum y
a la enfermedad que producia, anaplasmosis granulocitica canina, que fue
reportada por primea vez en 1996 en los Estados Unidos en Minnesota y
Wisconsin (Greig y Armstrong, 2006).

Las ehrlichiosis son un grupo de enfermedades de transmisién vectorial que
pueden afectar a animales domésticos y salvajes, e incluso al hombre (Cohn,
2003). Los huéspedes vertebrados infectados incluyen al canino, coyote, zorro y
chacal, mismos que se consideran reservorios. La ehrlichiosis monocitica canina
es causada por la Rickettsia Ehrlichia canis, bacterias intracelulares gram
negativas y cocoides pleomoérficas pequefias, las cuales son transmitidas por

garrapatas que parasitan el citoplasma de los leucocitos (monocitos, macrofagos y
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granulocitos) circulantes en grupos de organismos denominados morulas.
Ehrlichiosis es una enfermedad que no presenta ninguna afinidad por sexo,
aunque se ha descrito mas sensibilidad a edad intermedia en la raza Pastor
Aleman (Harrus et al., 1997).

1.2. Clasificacion Taxonémica

Dumler et al. (2001), realizaron una reorganizacién de los géneros Anaplasma,
Ehrlichia, Cowdria, Neorickettsia y Wolbachia, los cuales habian sido clasificados
previamente en funcibn a sus caracteristicas morfoldgicas, ecoldgicas,
epidemioldgicas y clinicas. En la nueva clasificacidon taxondmica adicionaron
andlisis genéticos basados en la similitud del ARN ribosémico, del groESL heat
shock operon y de genes que codifican proteinas de superficie. La familia
Anaplasmataceae fue el resultado de esta clasificacion, la cual estuvo dividida en
tres genogrupos o géneros: Ehrlichia, Anaplasma y Neorickettsia cuyos miembros
generalmente producen una elevada reaccion antigénica cruzada entre especies
de un mismo genogrupo (Cohn, 2003). Estas especies quedaron clasificadas
dentro del Reino bacteris, filum Proteobacterias, orden Rickettsiales, familia
Anaplasmataceae y las diferentes especies quedaron incluidas en los siguientes
géneros:
a) Geénero Ehrlichia: incluye las especies E. Canis, E. ewingii, E. chaffeensis,
E. ruminantium y E. muris.
b) Género Anaplasma: incluye A. phagocytophilum, A. platys, A. bovis y A.
marginale.

c) Género Neorickettsia: incluye a N. risticii, N. sennetsu y N. helmintoeca.
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Figura 1 Clasificacion Taxondmica Erlichia cani
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En la figura 2, se observa la clasificacion taxonomica de Dumler, originalmente
reportada por Chavez Calderdon (2014), la cual fue adaptada a las condiciones

Mas recientes.
Figura 2. Taxonomia de Dumler
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1.3. Morfologia

El A. phagocytophilum es un coco gram negativo envuelto por una doble
membrana, su tamafo varia desde 0.4 um hasta 2 um. La membrana externa de
la bacteria es rugosa con un espacio periplasmico irregular, ademas de presentar
ribosomas y finas cadenas de ADN dentro de las bacterias (Rikisha, 1997).

1.4. Distribucion geogréfica

Las enfermedades transmitidas por garrapatas siguen siendo una amenaza para
la salud de animales de compaiiia (Sarma et al., 2014) y para los seres humanos
en el mundo (Jongejan y Uilenberg, 2004). Estos agentes bacterianos requieren
para su transmision de la participacion de vectores: garrapatas en el caso de
Ehrlichia spp. y Anaplasma spp. y treméatodos en el caso de Neorickettsia spp.
(Neer y Harrus 2006). Esta transmision vectorial hace que la prevalencia de la
infeccion por cada agente dependa de la distribucion geogréafica de su vector
(Hinrichsen et al., 2001).

Las areas afectadas por este tipo de enfermedades son de climas tropicales y
subtropicales (Adrianzén et al.,, 2003), aunque en los Ultimos afios se han
reportado un aumento de casos en areas con otros climas. Esto ocurre por el
aumento de la temperatura causado por el cambio climético y por la importacién
de mascotas infestadas con este artropodo (Dumler et al., 2001; Shaw et al.,
2001). 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. La distribucion de
la ehrlichiosis esta relacionada con la distribucion del vector Rhipicephalus
sanguineus, se ha descrito su ocurrencia en cuatro continentes incluyendo Asia,
Africa, Europa y América (Baneth, 2006) y mas recientemente casos aislados en
Japon (Baba et al., 2012)

En los ultimos afios se han identificado gran diversidad de estudios que
demuestran evidencia serolégica en América (Costa Rica, Estados Unidos de
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América, Chile y México) (Rodriguez-Vivas et al., 2004); Pert (Chavera et al.,
1982), Cuba (Lebn et al.,, 2008), Nicaragua (Rivas et al., 2010), Venezuela
(Quijada et al., 2012), Colombia (Carrillo et al., 2012), Argentina (Eiras et al.,

2013), y evidencia molecular en: Costa Rica, Venezuela, EEUU, Brasil y México
(Romero et al., 2011).
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Capitulo 2. Ehrlichia canis

2.1. Generalidades de Ehrlichia canis

Inicialmente, la etiologia de este proceso fue confusa ya que recibié diversos
nombres, como ricketsiosis canina, fiebre hemorragica canina, enfermedad del
perro rastreador, tifus de la garrapata canina, desorden hemorragico de Nairobi y
pancitopenia tropical canina (Waner y Harrus, 2000). A finales de la década de los
70s, se confirm6 que el agente causal de aquella patologia era E. Canis (Huxsoll
et al., 1969) y que existia una diferencia en el agente causal entre los perros y
humanos. A finales de los afios 80 se indicd que la infeccion por E. Canis en el
hombre, era causada por E. chaffeensis (Neer y Harrus, 2006). E. Canis puede
infectar al perro y miembros de la familia Canidae, como coyotes, lobos, zorros y
chacales (Stiles, 2000). La infeccidon de tipo cronica afecta a estos animales desde
los 2 meses y hasta los 14 afios, produciendo dafios multisistémicos importantes,
afecta al sistema hematopoyético, linfoide, hepatico, renal, articular u ocular.
Recientemente (Aguirre et al., 2009; Ayllon et al., 2009) sugirieron que E. Canis u
otra especie estrechamente relacionada podria ser capaz de infectar al gato e
incluso al hombre.

Inicialmente las especies ehrlichiales se dividian en tres clases, basandose en las
"células blanco" que infectaban, teniendo especies monociticas, granulociticas y
trombociticas. Algunas de ellas pueden infectar mas de un tipo celular (Neer,
2000). Ehrlichiosis monocitotropica canina (EMC) se refiere a la enfermedad
causada por el organismo intracelular E. Canis debido a su tropismo por las
células monaociticas, se caracteriza por ser una bacteria “pequefia”, cocoide, gram
negativa, intracelular obligada y pleomorfica que parasitan las células sanguineas
circulantes de hospedadores mamiferos susceptibles (Rikihisa, 1991). La bacteria
se presenta en forma intracitoplasmatica e infecta principalmente a monocitos y

macrofagos formando grupos llamadas moérulas (Dumler et al., 2001). Las mérulas
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intracelulares de E. Canis se pueden observar en los leucocitos caninos
especialmente en aquellos animales que presentan fiebre como signo clinico,
trombocitopenia, leucopenia, anemia, linfadenopatia, esplenomegalia y/o pérdida
de peso (Fermin, 2008; Walker, 2009). Las morulas de ehrlichia presentan una
forma redonda oval y una coloracién eosinofilica a baséfila. Las mérulas de E.
Canis se localizan en el citoplasma de los linfocitos y monocitos, pudiendo
observarse en la fase aguda de la infeccion (Fermin, 2008).

El vector de la E. Canis, es la garrapata Rhipicephalus sanguineus, probablemente
la més distribuida en el mundo (Baba et al., 2012), aunque experimentalmente
también Dermacentor variabilis puede transmitir a E. Canis (Johnson et al., 1998).
El R. sanguineus se infecta al ingerir sangre de un animal infectado durante las
primeras 2-3 semanas posteriores a la infeccion, ya que en este periodo existe un
mayor numero de leucocitos con E. Canis en la sangre circulante (Woody y
Hoskins, 1991; Chavez-Calderdn, 2014). Las E. Canis llegan al epitelio intestinal y
penetran en la cavidad corporal de la garrapata (el hemocele) acompanados del
agua y de los iones en exceso gue son aprovechados por las glandulas salivares
para formar la saliva que sera de nuevo inoculada, en ese o en otro hospedador,
permitiendo la transmision de los agentes infecciosos ingeridos con su comida
(Cupp, 1991).

2.2. Generalidades de los agentes rickettsiales.

Los microorganismos rickettsiales pertenecen al Reino Proteobacteria, clasificados
como a-proteobacterias, gram negativas, grupo que incluye un gran namero de
agentes oligotrofos, los cuales son capaces de crecer en niveles bajos de
nutrientes. Dentro de este Reino se encuentran otros generos como Escherichia,
Neisseria, Pseudomonas, Rhizobium, Salmonella y Vibrio (Prescott et al., 1999).
Las rickettsias causantes de ehrlichiosis y anaplasmosis se clasifican como

bacterias dentro del grupo a-proteobacteria, todos ellos considerados organismos
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intracelulares obligados que utilizan oxigeno y poseen enzimas metabolicas
(Harrus et al., 2007).

El género ehrlichia, pertenece a las bacterias gramnegativas, intracelular obligada
transmitidas por la garrapata, infectan principalmente a los leucocitos
(Breitschwerdt, 2007; Harrus et al, 2007). La morfologia de estos
microorganismos presentan formas bacilares, cocoides o0 pleomorficas,
presentando paredes tipicas de bacterias gram negativas con ausencia de flagelos
(Breitschwerdt, 2007), las formas cocoides se presentan aisladas en pares, cuyo
diametro reportado es de 0.3 a 0.5 um con longitud de 0.8 a 2.0 um (Prescott et
al., 1999).

2.3. Patogénesis

El periodo de incubacién de la EMC puede variar en la infeccion natural entre 8 y
20 dias (Hibler et al., 1986; Sainz et al., 2000; Harrus et al., 2007), tras el que se
describen clasicamente tres fases de la enfermedad: aguda, subclinica y cronica.
Estas fases han sido descritas en las infecciones experimentales y, sin embargo,
en la infeccién natural no son facilmente distinguibles entre si (Woody y Hoskins,
1991). La fase aguda puede durar de 1 a 4 semanas. Se conoce que la mayoria
de los perros se recuperan de la enfermedad aguda siempre y cuando el
tratamiento sea el adecuado. Los perros no tratados pueden recuperarse
clinicamente, aunque posteriormente pueden entrar en la fase subclinica, donde
solo el recuento de plaguetas puede ser inferior a la normal. Los perros en esta
fase pueden estar “clinicamente sanos” durante meses e incluso afos (Neer,
2000; Harrus et al.,, 2007), de aqui la importancia de realizar un diagndstico
temprano, caracterizar los dafios a nivel macro y micro para poder administrar un
tratamiento adecuado.

La infeccion natural del hospedero, como lo es el perro, ocurre después de que

una garrapata ha ingerido sangre de un animal infectado, la cual se fija a un
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animal sano, posteriormente se alimenta de él ingiriendo su sangre, y con sus
secreciones salivales contaminan el area de alimentacion en el hospedero
susceptible, ocasionando el pasaje del microorganismo via mecanica. El
microorganismo también se transfiere por transmision iatrogénica mediante
transfusiones sanguineas de perros donadores infectados, siendo ésta ultima una
via muy poco frecuente (Neer, 2000; Neer y Harrus, 2006) sobre todo en paises
en vias de desarrollo, ya que de cada 100 pacientes que requieren incrementar su
volumen plasmaético, solo 5 de ellos son transfundidos.

E. Canis se replica en las células mononucleares de nédulos linfaticos, higado,
bazo y médula 6sea (Reardon y Pierce, 1981), en los que penetra por endocitosis
mediada por receptores proteicos de la superficie celular (Messick y Rikihisa,
1993). En el interior de su célula diana, estos microorganismos inicialmente se
desarrollan en forma de “cuerpos elementales”, cuyo diametro es de 0,5-0,9 um.
Nyindo et al. (1971) reportaron que dichos microorganismos aumentan de tamafio,
comienzan su replicacion por fision binaria y se agrupan, convirtiéndose en
‘cuerpos iniciales”, de 1,4-2 uym de diametro, que continlan replicAndose y
agrupandose para dar lugar a las “moérulas” denominadas asi por su forma tipica,
las cuales se caracterizan por ser colonias bacterianas rodeadas por una
membrana vacuolar de un diametro mayor a 2 ym. Los microorganismos se
liberan de la célula hospedadora por lisis celular y exocitosis (Rikihisa, 1991). Las
moérulas contienen 100 o méas cuerpos de Ehrlichia canis (Baneth 2006). En la
figura 3, se esquematiza una adaptacién que se hizo a los estudios reportados por
Chavez Calderon (2014), en los cuales se describe el proceso de ingreso y
liberacion de la E. Canis.
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Figura 3. Proceso de ingreso y liberacidon de E. Canis
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La infeccion de las garrapatas se transmite a las etapas posteriores, pero no en
los huevos maternos de la siguiente generacion. Las garrapatas adquieren E.
Canis, ya sea como larvas o ninfas al alimentarse de perros contaminados y
transmiten la infeccion durante al menos 155 dias a partir de entonces a los perros
susceptibles (Figura 3) (Harrus et al., 2007). La capacidad de este patdgeno, le
permite pasar el invierno en la garrapata y en la siguiente primavera dicha
garrapata podra infectar y afectar a los perros susceptibles. La mayoria de los
casos de ehrlichiosis se producen durante la temporada de verano, sin embargo,
la enfermedad puede ocurrir durante todo el afio como resultado del periodo
subclinico prolongado en animales infectados crénicamente. Los perros que viven
0 viajan a regiones endémicas son candidatos para la enfermedad (Harrus et al.,
1998), de aqui es importante resaltar que se debe tener mucha precaucion con los
perros cuando son transportados como animales de compafiia a zonas
endémicas. La transmision de la Ehrlichiosis canina, su susceptibilidad y el tiempo

de desarrollo de dicha patologia se observan en la figura 4.
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Figura 4. Transmision de Ehrlichiosis canis
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Posterior al periodo de incubacion, se observa la fase aguda, la cual tiene una
duracion de 2 a 4 semanas. En esta fase se multiplican los microorganismos en
células mononucleares (macréfagos y linfocitos) por fisién binaria y se diseminan a
la totalidad del cuerpo. Waner y Neer (2007), sefialaron que ehrlichia se propaga
entre las células a través de la salida y absorcion de proyecciones citoplasmaticas
adyacentes; la replicacion en el huésped tiene lugar en vacuolas unidas a la
membrana aisladas y protegidas por el sistema inmune del huésped, lisosomas y
reactivos intermediados por el oxigeno. La ehrlichia puede ser liberada para
infectar nuevas células, por ruptura de la membrana de la célula huésped en una
etapa posterior de la formacién de morula. La replicacion inicial es la misma que
se da en leucocitos mononucleares circulantes, colonizan los Grganos

conformados por células de tipo mononuclear, tales como el bazo, higado, médula
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0sea y nodulos linfaticos donde generan hiperplasia con infiltracion de células
plasmaticas (Neer, 2000).

Los signos clinicos durante la fase aguda de la enfermedad son variables en
funcién a la raza e incluso a la edad, destacan la depresion, anorexia, fiebre,
pérdida intensa de resistencia, pérdida de peso, secreciones oculares y/o nasales,
disnea, linfadenopatias y edema en extremidades e incluso escroto. Los signos
clinicos de la fase aguda son transitorios y generalmente se resuelven en 1 a 2
semanas con ausencia de tratamiento. Habitualmente puede presentarse
trombocitopenia y leucopenia de 10 a 20 dias después de la infeccion
(Breitschwerdt, 2007).

La fase subclinica se establece cuando el animal sobrevive a la fase aguda y se
presenta de manera espontanea o por un tratamiento inefectivo. Se caracteriza
por la persistencia del microorganismo y el alza en los titulos de anticuerpos.
Tiene una duracién promedio de 6 a 9 semanas (Neer, 2000; Harrus et al., 2007),
ademas se ha reportado que tiene la capacidad de permanecer por varios meses
o afos.

La persistencia del antigeno en las células infectadas obra como estimulo para el
sistema inmune. Los titulos de anticuerpos se elevan grandemente en esta fase y
los animales inmunocompetentes por lo general eliminan al microorganismo en
esta etapa (Knowles et al., 2003). Los pacientes que no eliminan la infeccién
progresan hasta la fase cronica. Los signos clinicos estan ausentes pero persisten
los cambios hematoldgicos, principalmente la trombocitopenia. Esto indica que los
cambios patolégicos contindan, sélo que no son observados clinicamente. Como
consecuencia de la infeccion se produce una respuesta inmune humoral
importante que a menudo no es capaz de eliminar el agente patdégeno (Sainz et
al., 2000).

Sin embargo, Harrus et al. (2007), reportaron que al igual que otras ehrlichias, E.
chaffeensis carece de enzimas para la biosintesis de peptidoglicano vy

lipopolisacéaridos (LPS), que proporcionan resistencia a la membrana externa. La
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ausencia de LPS y peptidoglicano también tienen implicaciones importantes para
la infecciobn y la supervivencia de los organismos de ehrlichia tanto en las
garrapatas como en los huéspedes mamiferos. El sistema inmune de la garrapata
es competente para responder a la presencia de LPS, y por lo tanto la ausencia de
LPS en los organismos de ehrlichia les da un beneficio de supervivencia. En el
huésped mamifero, macrofagos o neutréfilos utilizan receptores de reconocimiento
de patrones, como los receptores tipo Toll-like, para unir moléculas con patrones
moleculares asociados a patdgenos conservados como LPS o peptidoglicano.
Esta reaccion provoca una intensa respuesta inmune innata destinada a eliminar a
los microorganismos; por lo tanto, la ausencia de LPS y peptidoglicanos da a la E.
chaffeensis, y otros organismos estrechamente relacionados a las rickettsias, una
ventaja en la supervivencia intraleucocitica.

Se ha demostrado que el bazo y la médula 6sea son los érganos parenquimatosos
blancos méas importantes para E. Canis en esta etapa de la enfermedad. La fase
cronica de la enfermedad ocurre en los perros que no logran montar una
respuesta inmune eficiente contra el microorganismo (Sainz et al., 2000). En esta
etapa de la enfermedad se pueden presentar cuadros leves, manifestando una
enfermedad vaga con pérdida de peso y con alteraciones hematolbgicas
moderadas. La forma grave se caracteriza por deterioro de la produccion medular
de elementos sanguineos que da por resultado pancitopenia. La gravedad de la
enfermedad es mayor con ciertas cepas del microorganismo, cuando hay una
enfermedad concomitante en algunas razas de perros como el pastor aleman y en
los animales jovenes (Neer, 2000).

Los signos clinicos de la fase crbénica se caracterizan por presencia de
hemorragia, ictericia ocasionada por anemia, pérdida de peso corporal, debilidad
muscular, dolor al momento de la exploracion abdominal, uveitis anterior,
hemorragias retinianas y signos neurolégicos compatibles con meningoencefalitis
tipifican los perros que desarrollan las manifestaciones de la enfermedad durante

la infeccion crénica (Mylonakis et al., 2004), asi mismo existen infecciones
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bacterianas coexistentes, especialmente en perros con neutropenia, donde
pueden aparecer numerosos patrones de hemorragias (Breitschwerdt, 2007,
Harrus et al., 2007). Como resultado de la hipoplasia de la medula 6sea puede
haber presencia de pancitopenia severa, siendo un hallazgo tipico de la
enfermedad crénica. Algunos estudios han demostrado que los leucocitos y las
plaguetas se encuentran significativamente mas bajo del recuento normal. La
leucopenia grave, anemia grave, prolongacién del tiempo de tromboplastina
parcial activada (TTPa) y la hipocalcemia, pueden producir mortalidad con una
probabilidad del 100%. Harrus et al. (2007), sefialaron que la muerte puede ocurrir
a consecuencia de hemorragias y/o infecciones secundarias. Los mismos autores
sefialan que la trombocitopenia corresponde a una anormalidad hematolégica que
es muy comun en todas las fases de la enfermedad de aquellos perros infectados
con E. Canis. Cuanto mayor es la magnitud de la trombocitopenia, mayor es la
posibilidad para la deteccidon de E. Canis. Algunos mecanismos involucrados en la
patogénesis de la trombocitopenia incluyen aumento de consumo de plaquetas y
disminucién de su vida como resultado del secuestro esplénico y destruccion
inmunomediada. Se han detectado anticuerpos circulantes unidos a plaquetas y
anticuerpos antiplaquetarios en la sangre entera y suero, respectivamente, de
perros en la fase aguda después de las infecciones naturales y artificiales
siguientes con E. Canis., ademas de una citoquina sérica que se comporta como
factor de migracion de inhibicion de plaquetas (FMIP). La disminucién de la
produccién de plaquetas se da como resultado de la medula 6sea hipoplasica y se
considera que es el mecanismo responsable de la trombocitopenia en la fase
cronica. La disfuncién plaquetaria junto con el bajo recuento de plaquetas
contribuye a las hemorragias observadas en EMC (Harrus et al., 2007; Walker,
2009).

Las alteraciones hematologicas compatibles con E. Canis, como anemia,
neutropenia, trombocitopenia, linfocitosis, monocitosis y eosinofilia. La infeccion

puede provocar disfuncion neurolégica y cojera que afecta a una o0 mas
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extremidades, rigidez muscular, una marcha afectada, renuencia a levantarse,
espalda arqueada e hinchazon y dolor articular. A menudo se notifican poliartritis o
meningoencefalitis, caracterizadas  por una respuesta inflamatoria
predominantemente neutrofilia y, generalmente, acompafiadas de fiebre
(Breitschwerdt, 2007).
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Capitulo 3. Cuadro Clinico Ehrlichia canis

3.1. Signos clinicos de la Ehrlichia canis

La ehrlichiosis canina es una enfermedad que causa ehrlichiosis monocitica
canina (CME), trastorno sistétmico manifestado por fiebre, tendencias
hemorrégicas asociadas con trombocitopenia y disfuncién plaquetaria, ademas de
anemia no regenerativa (Baba et al.,, 2011) (cuadro 1). Parmar et al. (2012)
realizaron diagnostico de ehrlichiosis canina en 40 perros con signos asociados a
la E. Cani, sefialaron que los signos mas comunes asociados a esta enfermedad
fueron fiebre, depresion, anorexia y anemia, con tendencia al sangrado (Parmar et
al., 2012).

Cuadro 1. Signos clinicos frecuentes Ehrlichia cannis.

SIGNOS OCASIONALES
* Linfadenomegalia

* Esplenomegalia
* Edema extremidadesy escroto

OTROS

* Secrecion oculonasal
e Palidezde mucosas
NEUMONIA INTERSTICIAL TROMBOCITOPENIA
* Disnea * Conjuntivitis
* Exudado oculonasal * Opacidad corneal
* Aumento sonidos * Panuveitis

respiratorios * Hipema

* Hemorragias retinianas

* Desprendimientode
retina

* Glaucoma
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Una gran variedad de factores, incluso el tamafio del in6culo de E. Canis, pueden
influir en el curso y el resultado de la infeccidn. 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, 2000; Neer y
Harrus, 2006).

La enfermedad concomitante con otros parasitos transmitidos por garrapatas u
otros patdgenos puede incrementar la gravedad y las manifestaciones de la
enfermedad. En el caso de animales inmunodeficientes, es posible que desarrollen
manifestaciones mas graves y que muestren morulas circulantes en exceso. No
existe predileccién de edad ni sexo en EMC. Un estudio realizado por Nyindo et
al., (1991) demuestra que los pastores alemanes son mas susceptibles que otras
razas, ya que la presencia de la enfermedad en esta raza es mas grave y presenta
un prondstico desfavorable. Es posible que dicha susceptibilidad ocasionada por la
raza pueda atribuirse a diferencias raciales en la habilidad para desarrollar
respuestas inmunes humorales o celulares adecuadas. Incluso, se observa
depresion de la respuesta inmune celular a la infeccion por E. Canis en Pastores

alemanes respecto a los Beagle.

3.1.1 Fase aguda de la Ehrlichia canis

Después de la entrada y replicacion en el interior de las células monociticas de E.
Canis se produce la fase aguda de la enfermedad, que consiste en la
multiplicacién y diseminacién por la circulacibn sanguinea o linfatica de las
bacterias (Huxsoll et al., 1970; Hibler et al., 1986). Esta diseminacion de E. Canis
por el organismo le permite distribuirse por aquellos 6rganos parenquimatosos que
presentan una poblacion numerosa de fagocitos mononucleares, como son el
higado, bazo y nddulos linfaticos, lo que da como resultado el desarrollo de una
hiperplasia linforreticular y el consecuente aumento de tamafo de estos 6rganos

(Reardon y Pierce, 1981) (cuadro 2). Ademas de afectar 6rganos parenquimatosos
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como el higado, bazo y nddulos linfaticos, la E. Canis se disemina por otros
organos de este mismo tipo para producir vasculitis e inflamacion perivascular a
nivel de pulmon, riidn y meninges, resultando posible que se desarrolle una
coagulacion intravascular diseminada (Reardon y Pierce, 1981; Hibler et al., 1989).
Los signos clinicos observados durante esta fase son inespecificos (Harrus et al.,
1999), y es probable confundirlos con otras infecciones (leptospirosis, babesiosis y
anemias deficitarias), reportandose frecuentemente fiebre, pérdida de peso,
apatia, anorexia y vomitos (Parnell, 2004), ademas de secrecién Oculo-nasal,
palidez de mucosas y, en ocasiones, linfadenomegalia, esplenomegalia y edema
en extremidades o escroto (Huxsoll et al., 1970; Woody y Hoskins, 1991; Sainz,
1996; Neer y Harrus, 2006). En esta fase, ocasionalmente pueden presentarse
signos hemorragicos, aunque Neer y Harrus, (2006) reportaron gue es mas
frecuentes en la fase cronica de la enfermedad. Los perros inmunocompetentes
tienden a eliminar el agente en la etapa aguda, en caso de no eliminarlo, la
enfermedad progresa a una fase cronica. No se conocen muy bien los
mecanismos o factores que transforman infecciones subclinicas en un estado

cronico (Harrus et al., 2007).
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Cuadro 2. Fase Aguda Ehrlichia cannis.

FASE AGUDA

INCUBACION (8 — 20 dias)
Multiplicacion en Monocitos y distribucion de tejidos
DISEMINACION
Circulatoria, sanguinea y linfatica
VASCULITIS E INFLAMACION SIGNOS

PERIVASCULAR

e Pulmodn * Fiebre

= RinNno6n CI D » Pérdida de peso
e Meninges * Anorexia

e Vomitos
LEPTOSPIROSIS, BABESIOSIS, ANEMIAS DEFICITARIAS

En ocasiones pueden presentarse durante esta fase signos oculares, como
conjuntivitis, opacidad corneal, uveitis anterior, panuveitis, hipema, hemorragias
retinianas, desprendimiento de retina o glaucoma (Harrus et al.,1998; Walser-
Reinhardt et al.,, 2012). Los trastornos hemorragicos, tanto sistémicos como
oculares que pueden aparecer en perros con ehrlichiosis, son debidos a la
trombocitopenia (Breitschwerdt, 1987; Troy y Forrester, 1990; Kern, 1994; Nelson
y Couto, 1995), sin embargo, se han descrito también hemorragias oculares con
valores de plaquetas relativamente normales. Esto puede ser debido a una
disfuncién plaquetaria por la apariciébn en el suero de anticuerpos antiplaguetas
gue se unen a los receptores glicoproteicos plaquetarios (Harrus et al., 1998);
asimismo, se ha observado que los linfocitos de perros infectados con E. Canis
producen un factor inhibidor de la migracion de plaquetas, distinto del anticuerpo
antiplaquetario, que contribuye a la trombocitopatia (Kakoma et al., 1978).

Se ha demostrado que este factor inhibe la formacion de pseuddpodos por las
plaquetas y torna a las afectadas redondas, agrupadas y permeables. La

hiperglobulinemia tiene un efecto inhibidor de la migracion y adherencia de
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plaquetas circulantes (Greene, 1997). Se ha reportado que pueden aparecer
signos respiratorios, entre los que destacan disnea, exudado oculonasal y
aumento de la intensidad de los sonidos respiratorios, que pueden deberse al
desarrollo de una neumonia intersticial (Codner et al., 1985).

3.1.2. Fase subclinica de la Ehrlichia canis

En la mayoria de los animales, la fase aguda se resuelve espontdneamente,
progresando la enfermedad a la fase subclinica (Codner y Farris-Smith, 1986) e,
incluso, se ha descrito que algunos perros son capaces de eliminar E. Canis
gracias al desarrollo de una respuesta inmunitaria adecuada (Eddlestone et al.,
2007). Durante la fase subclinica el perro Unicamente muestra alteraciones
biopatolégicas, entre las que destacan, la trombocitopenia e hiperglobulinemia
(cuadro 3)

Cuadro 3. Fase subclinica Ehrlichia cannis

FASE SUBCLINICA

Duracion
40 a 120 dias o hasta 5 anos
SUBCLINICA
Sin signos clinicos
ALTERACIONES BIOPATOLOGICAS

1. Trombocitopenia 2. Hiperglobulinemia

RECUPERACION

Harrus et al. (1998), sefialaron que las infecciones experimentales en perros han
presentado en 6rganos parenquimatosos como el bazo organismos de E. Canis
durante la fase subclinica de EMC , siendo este el ultimo organo antes de
eliminarlo. Se piensa que el bazo cumple un papel importante en la patogénesis y

expresion de la enfermedad. Este reporte se caracteriza porque a nivel clinico el

Elisa Carolina Lépez Gémez 34



Caracterizacion de los dafios macroscépicos y microscopicos de 6rganos parenquimatosos
obtenidos de perros infectados por Ehrlichia canis: revision bibliografica cualitativa

animal parece sano, hay ausencia de proceso febril y sintomatologia observada en
la fase inmediata anterior y recuperando el peso perdido (Woody y Hoskins, 1991).
La duraciébn de esta fase resulta ser variable, al menos en infecciones
experimentales con duracién de entre 40 y 120 dias en esta fase (Woody y
Hoskins, 1991), mientras que en la infeccion natural puede durar hasta 5 afios
(Codner y Farris-Smith, 1986).

3.1.3. Fase crénica de la Ehrlichia canis

A la fecha, se desconoce con exactitud el o los factores que pueden influir en la
progresion de la enfermedad hacia la fase crénica y parece que aquellos animales
gue son capaces de desarrollar una respuesta inmunitaria adecuada pueden
eliminar el agente (Woody y Hoskins, 1991; Neer y Harrus, 2006).

Es muy frecuente que la EMC se diagnostique durante la fase crénica de la
enfermedad (Cohn, 2003). Woody y Hoskins, (1991) consideran que apropiado
diferenciar una fase cronica leve y una fase cronica grave. La gravedad de esta
fase depende de factores como son la virulencia de la cepa de E. Canis, el estado
inmunitario del perro, la edad, raza, existencia de enfermedades concurrentes o
incluso el estrés (Nyindo et al., 1980, Woody y Hoskins, 1991). En esta fase
también es posible encontrar signos clinicos inespecificos similares a los descritos
durante la fase aguda, entre los que destacan letargia, anorexia y pérdida de peso.
Mylonakis et al. (2004), sefialaron que en la exploracion fisica con frecuencia hay
linfadenomegalia, fiebre, palidez de mucosas y esplenomegalia. Otros
investigadores (Harrus et al., 1997, Frank y Breitschwerdt, 1999; Mylonakis et al.,
2004) han sefalado la frecuencia con que hay signos hemorragicos, como
epistaxis, melena, petequias y/o equimosis, hipema, hemorragias retinianas y
hematuria. La trombocitopenia fue el hallazgo hematol6gico mas consistente,
seguido de anemia en pacientes caninos con E. Canis (Parmar et al., 2012). Neer
y Harrus, (2006) mencionaron que en ocasiones pueden observarse alteraciones

oftalmoldgicas, uveitis anterior y diferentes cambios retinianos que pueden
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generar ceguera en el paciente debido a hemorragias, vasculitis o infiltracion
plasmocitaria perivascular en las meninges. La aparicién de signos neuroldgicos
como ataxia, paraparesia, déficit en la propiocepcion o nistagmo es posible
(Woody y Hoskins, 1991, Frank y Breitschwerdt, 1999).

Neer y Harrus, (2006) reportaron que algunos perros con EMC pueden presentar
signos locomotores debidos a polimiositis o poliartritis, a causa del desarrollo de
hemartrosis o el depdésito de inmunocomplejos. Sin embargo, la aparicion de esta
sintomatologia se asocia en la mayoria de los casos con especies
granulocitotropicas, como E. ewingii o A. Phagocytophilum. También es posible la
posibilidad de aparicién de signos respiratorios, con exudado nasal, disnea y tos,

como consecuencia de neumonia intersticial.
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Cuadro 4. Fase Cronica Ehrlichia cannis.

FASE CRONICA

La gravedad depende de:

* Virulencia de la capa

* Estado inmune del perro

* Edad

* Raza

* Enfermedades concurrentes
* [Estrés

FASE CRONICA LEVE

SIGNOS SIGNOS SIGNOS SIGNOS SIGNOS SIGNOS
CLiNICOS HEMORRAGICOS NEUROLOGICOS RESPIRATORIOS LOCOMOTORES REPRODUCTIVOS
ESPECIFICOS
+  Letargia ¢ Epistaxis +  Ataxia +  Exudado +  Hematrosis o +  Esterilidad
+  Anorexia . Melena + Deficiten la nasal Dépositos de +  Muerte
*  Pérdidade *  Petequias propiocepcion * Disnea Inmunocomplejos neonatal
peso . Equimosis *  Paraparesia +  Tos *  Polimiositis * Abortos
o Hiperma o Nistagmo o Neumonia o Poliartritis
. Hemorragias Intersticial
retina

. Hematuria

Respecto a la fase cronica grave de la EMC, pueden aparecer signos clinicos
asociados con el desarrollo de glomerulonefritis y/o hipoplasia o aplasia de médula
0sea, las cuales estan asociadas a un mal pronostico de la enfermedad (Cohn,
2003) (Cuadro 5).
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Cuadro 5. Fase crénica grave.

FASE CRONICA GRAVE

Signos clinicos asociados con:

*  Glomerulonefritis

* Aplasia médula dsea

* Hipoplasia médula ésea
En las infecciones naturales por E. Canis la sintomatologia puede ser similar a la
fase aguda y fase cronica, lo cual ocasiona que no siempre sea posible

diferenciarlas clinicamente (Cuadro 3, 4y 5).

Figura 6. Avance de la patogenia por Ehrlichiosis canina

0 semanas
TRANSMISION DE
EHRLICHIOSIS
|
AsUDA DISEMINACION A TRAVES DE
MONOCITOS
COAGULACION
INTRAVASCULAR
Destruccion eritrocitosy
SUBCLINICA plaquetas
Infeccion
2-4 subclinica
crénica Reaccién médula dsea -
) Sistema inmunitario Lesion médula 6sea
CRONICA LEVE =
9-60 CRONICAGRAVE |
Hemorragias
RECUPERACION TRATAMIENTO Infecciones secundarias

|
MUERTE
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Figura 7. Signos clinicos representativos de la Ehrlichiosis canina.

FASE AGUDA

FASE CRONICA

P

Polidipsia____|Hemorragia gingival
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Capitulo 4. Diagnostico de la Ehrlichia canis

4.1. Diagnostico de ehrlichiosis

Un buen diagndstico se basa en el eje principal que es la anamnesis e historia
clinica, donde hay posibilidad de identificar la exposicion previa del paciente a
garrapatas vectores. Esta informacidén, aunada a la identificacion de signos
clinicos, anormalidades hematolégicas, trombocitopatias, alteraciones bioquimicas
hematicas y datos serologicos conllevan a un diagndstico mas certero y preciso
(Harrus, Waner y Neer, 2007).

4.1.1. Diagnéstico clinico

La infeccion por E. Canis causa una amplia gama de signos clinicos que varian
dentro y entre zonas geograficas. Esto depende de la dosis infectante, raza del
perro infectado, estado inmunolégico al momento de la infecciébn y de otras
enfermedades concomitantes (Sainz et al., 2000). Harrus et al. (2007) sefialaron
que la E. Canis no es la Unica causa de una enfermedad clinica y normalmente
aquellos perros con aberraciones inmunitarias pueden llegar a ser
secundariamente afectados con enfermedades bacterianas, micoticas, o por
protozoos oportunistas.

La forma crénica se caracteriza por pérdida progresiva de peso, anorexia,
mucosas palidas, hemorragias de retina, mucosas y piel. La epistaxis se observa
hasta en un 50% de los casos en esta fase y es considerada como distintivo de la
enfermedad. Beaufils, (1997) sefialo que aparte de ser frecuente la epistaxis en la
EMC, también es posible observar signos neurologicos consistentes con
meningoencefalitis. Debido a que la EMC produce signos clinicos comunes como
depresion, letargo, anorexia, pérdida de peso y tendencias hemorragicas, la
presencia de sangrado por lo general se exhibiéo por petequias o equimosis

dérmicas, o inclusive ambos.
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Durante la fase aguda de la enfermedad, la sintomatologia varia encontrando
desde la depresion, anorexia, fiebre, pérdida seria de la condicion fisica, secrecion
oculonasal, disnea, linfadenopatia y edema en extremidades o escroto. La
trombocitopenia puede observarse desde moderada a intensa y rara vez pueden
ser observadas las hemorragias. Pueden ocurrir una variedad de signos del SNC,
incluyendo hiperestesia, espasmos musculares y deficiencia de pares craneanos.
En ocasiones los pacientes pueden presentar cojera con marcha rigida secundaria
a poliartropatia. Harrus et al. (2007) sefialaron que respecto a la enfermedad
articular puede ocurrir por hemartrosis o depdsitos de complejos inmunitarios con
la consiguiente artritis y derrame neutrofilico en la articulacion.

El examen fisico también puede revelar linfadenomegalia y esplenomegalia en el
20% vy el 25% de los pacientes, respectivamente. Debido a que el organismo se
transite por medio de la garrapata (R. sanguineus), la enfermedad puede

complicarse por infecciones de distintos agentes patdgenos (Harrus et al., 2007).

4.1.2. Diagnostico de laboratorio

El diagnéstico de la ehrlichiosis generalmente se basa en una combinacion de
anamnesis (considera a pacientes que viven en el area endémica, historia de
viajes, infestacion por garrapatas), los signos clinicos, alteraciones hematoldgicas,
y los resultados seroldgicos. Debido a que E. Canis se transmite por R.
sanguineus, la coinfecciébn con otros 23 patdgenos transmitidos por la misma
garrapata deben ser investigados (Lappin y Turnwald, 2004; Harrus et al., 2007).
El diagndstico de infeccion por E. Canis puede establecerse mediante hallazgos
de morulas en células mononucleares, cultivos, PCR y ELISA; asi mismo las
especies de ehrlichia pueden aislarse de cultivos tisulares de sangre canina
heparinizada infectada o de muestras de aspirados de medula 6sea, pero el cultivo
tiene disponibilidad limitada, es costoso y tiene baja rentabilidad diagnostica
(Lappin y Turnwald, 2004; Breitschwerdt, 2007; Harrus et al., 2007; Lewis, 2012;).

Estudios mas recientes sefialan que los examenes de laboratorio correlacionadas

Elisa Carolina Lépez Gémez 41



Caracterizacion de los dafios macroscépicos y microscopicos de 6rganos parenquimatosos
obtenidos de perros infectados por Ehrlichia canis: revision bibliografica cualitativa

con ultrasonografia permiten detectar las enfermedades y afectacion de 6érganos
en la garrapata de las enfermedades intracelulares nacidas del perro (Sarma et al.,
2014; Movilla et al., 2017).

4.1.3. Hematologia

Ademas de los signos clinicos que podrian sugerir ehrlichiosis canina, las
marcadas anomalias de laboratorio pueden contribuir a la sospecha de la
enfermedad. Las anomalias hematoldgicas, dentro de las anormalidades mas
importantes compatibles con ehrlichiosis canina se encuentran la trombocitopenia;
gue es la alteracidbn hematoldégica mas constante en ambos estadios, agudo y
cronico. Sin embargo, tras la infeccién, los recuentos de plaquetas se encuentran
a menudo en la zona baja del intervalo de referencia del laboratorio. Se
documenta pancitopenia en menos del 25% de los perros en estudios clinicos
retrospectivos.

Se ha asociado a ehrlichiosis canina una linfocitosis profunda, acompafada de
linfocitos anormales y reactivos. Dado que E. Canis da lugar a una funcién
defectuosa de las plaquetas, en los perros con recuentos de plaguetas normales,
aumentadas o moderadamente reducidos pueden detectarse hemorragias (Waner
y Harrus, 2000; Breitschwerdt, 2007; Harrus et al., 2007, Villanueva, 2014). Harrus
et al. (2007), reportaron que la anemia que aparece en la fase aguda de la EMC
se considera como “anemia inflamatoria de enfermedad” y es un signo clasico de
leve a moderada normocitica, normocrémica y no regenerativa.

La ehrlichiosis en el hemograma evidencia anemias arregenerativas, en la fase
aguda puede causar pancitopenia, sin embargo en la fase crénica, solo podemos
encontrar una ligera trombocitopenia en el hemograma (Sodikoff, 2001; Brockus y
Andrasen, 2005). La gravedad de los cambios hematolégicos depende de las
diferentes especies de ehrlichia.

Durante la infeccion con E. Canis los anticuerpos antiplaquetarios son hallados
constantes y algunos perros tienen prueba dee Coombs directa positiva. La

ehrlichiosis cronica puede causar anemia no regenerativa, trombocitopenia y
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leucopenia. La discrasia hematolégica puede deberse a supresion de la medula
0sea y destruccion de celular sanguineas (Weiss y Tvedten, 2004; Harrus et al.,
2007). Las petequias cutaneas producto de la hemolisis intravascular y alteracion
plaquetaria son sin lugar a duda un signo caracteristico en el diagnostico de
ehrlichiosis. Villers (2012), sefial6 que la anemia hemolitica inmunomediada da
lugar a una anemia regenerativa; sin embargo la anemia no regenerativa puede
ser “pre-regenerativa” debido a una pérdida aguda de eritrocitos antes que se
haya establecido la respuesta regenerativa. Contrariamente la anemia no
regenerativa verdadera se desarrolla de forma gradual durante semanas a meses.
Dependiendo de la causa los eritrocitos pueden destruirse intravascularmente,
extravascularmente o ambas.

En la hemolisis extravascular los eritrocitos dafiados son fagocitados por los
macrofagos, la mayoria en el bazo y hasta cierto punto en el higado y la medula
O0sea. En la hemolisis intravascular los eritrocitos son lisados en la circulacién
como consecuencia de un dafio directo a la membrana; por lo tanto la
hemoglobina intravascular libre de los eritrocitos forma inmediatamente complejos
con la haptoglobina (Villers, 2012).

En la ehrlichiosis suele presentarse anemia hemolitica inmunomediada (AHIM)
gue es una de las causas de anemia mas comun en pequefios animales y es
también una de las enfermedades inmunomediadas con mas prevalencia. La
AHIM puede subdividirse en dos tipos principales: anemia hemolitica primaria,
idiopatica o autoinmune (AHPI), y AHIM secundaria (McBride et al., 2001). La
AHIM es una alteracion autoinmune clasica sin causa subyacente reconocida. Es
la forma mas frecuente de AHIM en perros y también aparece en gatos, pero es
menos comun. Para que el tratamiento sea mas efectivo es importante distinguir
entre la AHIM primaria y la secundaria. EI mecanismo tipico fundamental de los
casos de AHIM es una destruccion citotoxica de los eritrocitos circulantes,
mediada por anticuerpos (hipersensibilidad de tipo Il) (Villanueva, 2014). Aunque

la mayoria de los casos comparten este mecanismo, la enfermedad es

Elisa Carolina Lépez Gémez 43



Caracterizacion de los dafios macroscépicos y microscopicos de 6rganos parenquimatosos
obtenidos de perros infectados por Ehrlichia canis: revision bibliografica cualitativa

heterogénea: en la AIHA, la forma mas estudiada de AHIM, el modelo de
inmunoglobulinas y complementos implicados en la destruccion de eritrocitos
(GR), como el lugar de la unién del anticuerpo a las membranas de GR varia
ampliamente entre los pacientes. En la AHIM, la unién de los anticuerpos a la
membrana de los eritrocitos induce su destruccion mediante varios mecanismos
diferentes, la IgM es mejor que la IgG para la fijacion del complemento, la
hemolisis intravascular mas tipica en la AHIMs es mediada por IgM. En los casos
menos graves de anemia, la unién de anticuerpos y la subsiguiente lesién de
membrana celular conducen a un grado acelerado de destruccion de los eritrocitos
afectados, por parte de los macréfagos tisulares del sistema mononuclear
fagocitario, un proceso que se produce fuera de la circulacion. La destruccion de
los eritrocitos por el MPS estd mediada por receptores de Fc de la superficie de
los macrofagos, en los que se une el componente Fc de los anticuerpos junto a las
membranas de los glébulos rojos (Harrus et al., 2007).

Los cambios hematoldgicos estan mejor documentados en infecciones por E.
Canis, los mismos que incluyen trombocitopenia (82%), anemia (82%), la que, en
general, es no regenerativa, y leucopenia (32% de la cual el 20% presentaba
neutropenia), la trombocitopenia es un hallazgo consistente en todas las etapas de
la infeccion por E. Canis; es posible que esta proporcion sea exagerada, asi
mismo en la fase aguda de la enfermedad es comun la leucopenia y la anemia
moderada (usualmente normocitica, normocrémica, no regenerativa). Puede haber
un descenso en el numero de los neutrdéfilos. Los parametros eritrociticos no son
afectados normalmente en esta etapa de la enfermedad. La trombocitopenia
severa, leucopenia y anemia se presentan mas comunmente durante la fase
cronica de la EMC. La pancitopenia severa es la caracteristica de la fase crénica
grave y que ocurre como resultado de una meédula 6sea hipocelular suprimida
(Waner y Harrus, 2000).

Harrus et al. (2007), mencionaron que dentro de otros pardmetros hematolégicos

estadisticamente significativas incluyen una disminucion en el recuento total de
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leucocitos en 7 de 9 perros, una disminucion en el recuento absoluto de neutroéfilos
en 5 de 9 perros, una disminucion en la concentracion de hematocrito y
hemoglobina en 3 de 9 perros, una disminucién en el volumen corpuscular medio
en 5 de 9 perros, y un aumento en la concentracion media de hemoglobina
corpuscular en 4 de los perros probados; ademas la fase cronica severa de la
EMC se caracteriza por hipoplasia y el deterioro de todas las células de la medula
0sea, lo que resulta en pancitopenia.

Las alteraciones de la quimica del suero mas frecuentes incluyen
hiperproteinemia, hiperglobulinemia, hipoalbuminemia, y las actividades de la
fosfatasa alcalina y alanina aminotransferasa elevados, los perros infectados con
pancitopenia tienen generalmente los niveles de globulina sérica en bajas
concentraciones a comparacion con los perros que no tienen pancitopenia (Harrus
et al., 2007; Villanueva, 2014).

Otros hallazgos clinico patoldgicos incluyen sangrado por tiempos prologados,
radiopacidad intersticial pulmonar que van desde un patrén lineal leve a
infiltraciones intersticiales marcadas con opacidades peribronquiales, hematuria y

proteinuria (Ayllon et al., 2009).

4.1.4. Pruebas inmunologicas

Las pruebas inmunoldgicas constituyen una base importante para el diagndstico
de la enfermedad, puesto que pueden determinar cualitativamente o
cuantitativamente niveles de anticuerpos (IgG o IgM) en los animales afectados

por la ehrlichiosis canina (Lopez et al., 2003).

4.1.5. Inmunofluorescencia indirecta (IFI)
El diagnostico de Ehrlichiosis suele basarse en resultados positivos a la prueba de
anticuerpos fluorescentes (IFA) (Neer, 2000). Esta fue desarrollada en 1971,

siendo utilizada actualmente para el diagndstico ehrlichial en caninos e incluso en
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el hombre (Greene, 1997). Esta prueba es la mas habitual en el serodiagnostico
(Parnell, 2004). La IFA detecta anticuerpos tempranamente (7 dias post infeccién),
siendo posible que algunos casos no manifiesten positividad hasta los 28 dias post
infeccion (Neer, 2000; Parnell, 2004). Experimentalmente, se demostré que
durante los 7 primeros dias de la infeccion inicial, los titulos de anticuerpos son
principalmente de IgA e IgM, siendo alrededor de los 20 dias post infeccion
mayormente un titulo de IgG. (Neer, 2000; Mc Bride et al., 2001). La
inmunofluorescencia indirecta para anticuerpos (IFA) es la prueba mas utilizada a
nivel mundial para el diagnostico de infecciones por E. Chaffeensis y E. Canis
(Knowles et al., 2003). Mc Bride et al. (2003), trabajaron con inmunofluorescencia
indirecta como prueba preliminar para utilizar proteinas recombinantes en el
diagnostico de Ehrlichiosis canina por E. Canis. De esta manera, los animales que
presentaban titulos mayores o iguales a 40 eran considerados como positivos a E.

Canis.

4.1.6. Inmunoabsorbancia ligada a enzimas (ELISA)

Las pruebas de ELISA, han llegado a ser populares y ser el punto de atencion a
comparacién de las demas pruebas para detectar los anticuerpos de E. Canis. Los
resultados obtenidos de estos kits son cualitativos y semicuantitativos; sin
embargo, se pueden obtener rapidamente en el entorno clinico (De Morais et al.,
2004).

Las pruebas utilizadas son sensibles y especificas, especialmente cuando los
titulos de la fluorescencia son mayores que 320. Los kits tienen la ventaja de un
bajo costo relativo y proporcionan evidencia de la exposicién a E. Canis, que luego
se asisten con un diagnostico precoz con un minimo de equipo y personal (Harrus
et al., 2007).

Ademas de la técnica indirecta para detectar anticuerpos fluorescentes (IFA), la
técnica indirecta de ELISA es muy utilizada para detectar anticuerpos contra E.

Canis (Neer, 2000). En un estudio para calcular la seroprevalencia de E. Canis en
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la ciudad de Yucatan (México) se trabajo con la técnica indirecta de ELISA, en el
cual se indica que la prueba posee un 71% de sensibilidad y un 100% de
especificidad (Rodriguez-Vivas et al., 2004).

La técnica indirecta de ELISA es muy practica y de facil realizacion, la cual se ha
convertido en un examen rutinario para el diagndstico de la ehrlichiosis canina. En
Brasil se realizdé un estudio, donde se trabajé con esta técnica, indicando que la
sensibilidad de la prueba era M 80%, con 100% de especificidad. Algunos casos
agudos pueden presentar signos clinicos antes de la aparicion de anticuerpos
circulantes. Para estos casos debe repetirse la prueba 14 a 21 dias después de la
primera prueba para su descarte o confirmacion (De Mordis et al., 2004).

Rikisha et al. (1992) realizaron un estudio para diferenciar infecciones por E. Canis
y E. ewingii. Para ello midi6 la respuesta de IgG contra ambas infecciones por
ELISA indirecta. Se determin6 que E. Canis produce una respuesta alta de 1gG en
los caninos, a diferencia de la E. ewingii, que no indujo respuesta significante de
esta inmunoglobulina. Ademas, se concluy6 por EITB, que los perros infectados
con E. Canis inicialmente reaccionan contra proteinas de bajo peso molecular (30,
24 y 21 kDa.) y posteriormente contra proteinas de alto peso molecular (160, 100,
78, 64, 47 y 40 kDa.). De la misma forma los perros infectados con E. ewingii
presentaron reacciones contra proteinas de alto peso molecular Unicamente, no
reaccionando contra proteinas de bajo peso molecular. Estos resultados indican
gue ambas pruebas son de utilidad para diferenciar infecciones con E. Canis y E.
ewingii.

Existe reactividad cruzada entre especies ehrlichiales dependiente de los
antigenos de superficie: E. Canis, E. chaffeensis, E. ewingii, E. muris, Cowdria
ruminantium, tienen un complejo de antigenos mayores de superficie de 24 a 31
kDa de peso molecular; E. sennetsu, E. risticii y el Agente SF tienen antigenos
mayores de superficie de 51 55 kDa; Anaplasma phagocytophilum y Anaplasma

marginale poseen antigenos mayores de 43- 49 kDa.
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No obstante, la diferencia entre grupos ehrlichiales, presentan una reaccion
cruzada baja. El antigeno mayor de superficie mas comdn es el HSP60, y el
tamafio de esta molécula varia dependiendo de la especie. Esta molécula también
tiene reaccion con especies del género Rickettsia spp. (Dumler et al., 2001).
Actualmente, no se dispone de una prueba para E. ewingii, ya que esta especie no
ha podido ser cultivada in vitro mas alld del aislamiento en células primarias
(Greene, 2000). E. Canis y E. sennetsu reaccionan en forma cruzada intensa. Por
otra parte, E. risticii presenta reaccion cruzada potente con E. sennetsu y, en
menor grado, con E. Canis. E. equi y E. senetsu muestran reactividad cruzada
antigénica importante y de hecho estan muy relacionadas. Cabe resaltar que la
reaccion cruzada entre E. Canis y otros patdégenos no ehrlichiales es limitada
(Greene, 1997).

4.1.7. Frotis sanguineo

Inicialmente, los primeros estudios hacian uso de la tincion de Gram, conforme la
ciencia avanza, a la fecha se considera inadecuada para visualizar las bacterias
intracelulares debido a la falta de contraste contra el citoplasma de la célula
hospedadora. Desde finales de la décadas de los 90°'s, la tincion Romanowsky ha
sido la mas utilizada, pues se cuenta con la capacidad para tefiir las bacterias de
color purpura, permitiendo la visualizacion de las “mérulas”, las cuales miden de
1.5 a 6 um de diametro (Popov et al., 1998). Las morulas pueden observarse
hasta en el 60 % de los pacientes infectados (Kohn et al.,, 2008). En perros
infectados experimentalmente, las moérulas se observan 4 dias después de la
inoculacién y persisten durante 4 a 8 dias (Egenvall et al., 2000). Sin embargo, no
es posible distinguir entre otras mérulas de Anaplasma y Erlichia spp que afecten
a los neutrdfilos, por lo que el diagndstico debe ser confirmado empleando la
técnica de PCR (Sainz et al., 2015; Movilla et al., 2017).
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4.1.8. Cultivo

Las variantes anaplasmosis pueden ser cultivadas en la linea celular promielitica
humana HL-60 (Goodman et al., 1996), y en lineas celulares de embriones de
garrapata Ixodes scapularis (Munderloh et al., 1996; Munderloh et al., 2004;
Woldehiwet et al., 2002; Woldehiwet y Horrocks, 2005) y en células endoteliales

capilares bovinas humano, mono y (Munderloh et al., 2004).

4.1.9. Serologia

La infeccion por A. phagocytophilum puede diagnosticarse a través de serologia
por medio de pruebas comerciales de inmunofluorescencia indirecta (IFA) y por
medio de ELISA de punto. La prueba IFA utiliza organismos enteros cultivados
como fuente de antigenos. Estudios experimentales utilizando como método
diagnostico IFA han mostrado que la seroconversion en los perros puede ocurrir
de dos a cinco dias después de la aparicion de morulas en sangre periférica
(Egenvall et al., 1997). En otro estudio donde utilizaron sueros recolectados de
casos confirmados de infeccion por A. phagocytophilum en diversas especies, se
observé que todas las muestras de suero fueron positivas a titulos con diluciones
de 1:80 o mayores, siendo los mas altos = 1: 320.13 por esta razon, un titulo 2
1:80 se considera positivo para anticuerpos contra A. phagocytophilum (Dumler et
al., 1995).

En las pruebas comerciales de ELISA de punto (SNAP 4Dx) para diagnostico de
A. phagocytophilum se emplea un péptido sintético basado en la proteina p44
inmunodominante de A. phagocytophilum como antigeno. En una investigacion se
encontré6 que los perros inoculados experimentalmente tuvieron resultados
positivos 8 dias después de la inoculacion y permanecieron positivos durante un
periodo de casi un afio a pesar de estar clinicamente sanos; ademas sus frotis
sanguineos no revelaban microorganismos en los neutrdéfilos circulantes (Alleman
et al., 2006). En los ensayos de rendimiento, la sensibilidad y especificidad de la
prueba SNAP 4Dx para anticuerpos contra A. phagocytophilum fue 99,4% y 100%,
respectivamente. Se debe considerar que esta prueba solo detecta anticuerpos, lo
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gue indica que el animal estuvo en contacto con la enfermedad, mas no que en el

momento la presente (Chandrashekar et al., 2010).

4.1.10. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

La PCR es el método mas sensible para la deteccion del ADN de microorganismos
en la sangre periférica de un animal infectado. Varios laboratorios comerciales
ofrecen PCR para deteccién de A. phagocytophilum en sangre. Para realizar este
analisis la muestra de sangre debe ser tomada en tubos con EDTA, las muestras
deben ser recogidas antes de iniciar la terapia antimicrobiana para evitar falsos
negativos por esta causa. En infecciones subclinicas también puede dar falsos
negativos debido a que A. phagocytophilum puede circular de forma intermitente
en estos animales; por lo tanto, el analisis de PCR no debe considerarse como un
método definitivo para excluir la infeccion subclinica en los animales clinicamente
normales que son seronegativos (Alleman et al., 2006; Alleman et al., 2007).

En un estudio realizado por Movilla et al. (2017), con setenta y siete muestras de
sangre de EDTA y 64 muestras de tejido esplénico obtenidas de 78 perros con
enfermedad esplénica en un &area mediterranea, se identificé la presencia de
enfermedades como Babesia spp., Bartonella spp., Ehrlichia spp., Anaplasma
spp., Hepatozoon canis, Leishmania infantum, Mycoplasma spp. y Rickettsia spp,
las cuales fueron detectadas mediante ensayos de PCR.

Parmar et al. (2012), realizaron diagndstico de ehrlichiosis canina en 40 perros con
sintomas asociados a la E. Cani. Los investigadores evaluaron la eficacia del
examen de sangre, del frotis de capa blanda, del kit de ensayo inmunoabsorbente
ligado a enzima (ELISA) y la reaccién en cadena de polimerasa anidada (PCR).
En sus resultados sefialan que observaron microorganismos rickettsianos
intracitoplasmicos en frotis de un solo perro (2,5%) con un nivel extremadamente
bajo de parasitemia, mientras que la PCR anidada con rRNA 16S revelé bandas
caracteristicas de 378 pb indicando una reaccion positiva en 8 (20,0%) perros y
las muestras de sueros de 21 (52,5%) perros revelaron anticuerpos anti-Ehrlichia.

El perro que revel6 organismos en la sangre también mostro resultados positivos
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con los otros 2 métodos diagndsticos. Todas las muestras de sueros de perros con
resultados positivos de nPCR fueron positivas para anticuerpos anti-Ehrlichia. Los
8 perros que presentaron resultados positivos por nPCR y dot-ELISA fueron
incluidos en el estudio de la caracterizacion clinica, hematologica y bioquimica de
la enfermedad.

Kaewmongkol et al. (2015) reportaron un caso de Ehrlichia canis en una hembra
de la raza poodle, cuya bateria fue detectada en fluido espinal de un no
trombocitopénico con meningoencefalitis por PCR de amplio rango. Para confirmar
la infeccion por E. Canis, se realizaron PCR anidada y andlisis de secuencia
utilizando muestras de aspirado de médula 6sea y CSF. El ADN se purifico a partir
de cada muestra usando el kit de sangre y tejido DNeasy (QIAGEN, Valencia, CA,
EE.UU.), de acuerdo con las instrucciones del fabricante

Los resultados de estas investigaciones indican cierta sensibilidad a la prueba, y
resaltan la importancia de realizar pruebas de laboratorio para realizar el
diagnodstico certero de la E. Canis, siendo la PCR uno de los estudios mas

importantes.
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Capitulo 5. Dafios MicroscoOpicos y macroscopicos en d&rganos

parenquimatosos de animales infectados por Ehrlichia Canis

5.1 Dafios Microscépicos y macroscopicos en dérganos parenquimatosos

ocasionados por Ehrlichia muris en ratén como modelo animal

5.1.1. Dafios Microscopicos

Un estudio realizado por Saito et al., (2015) desarrollo un experimento en un
modelo de ratdon para ehrlichiosis humana con el recientemente descubierto
patdégeno humano (Ehrlichia muris). Los investigadores inocularon tres cepas de
ratones con diferentes dosis de EMLA por via intravenosa, intraperitoneal o
intradérmica y se evaluaron los cambios clinicos y patolégicos durante el curso de
la infeccidon. Todos los experimentos se realizaron en ratones hembra de la cepa
C57BL/6 de 6 a 8 semanas de edad (Jackson Laboratories, Bar Harbor, ME). El
andlisis histopatolégico de los o6rganos infectados con EMLA revel6 cambios
progresivos leves durante el curso de la infeccion. Sefialando que la infeccion letal
indujo inicialmente la proliferacion de hepatocitos, observada como numerosas
figuras mitéticas (Figura 8A, 8B). Con la progresion de la enfermedad, se
observaron algunos cambios mas en 6rganos parenquimatosos. Por ejemplo, a
nivel del higado, las figuras mitoticas seguian presentes pero eran menos
numerosas. Sin embargo, el aumento de la frecuencia de pequefios focos de
infiltracion celular mononuclear y hepatocitos apoptéticos adyacentes se
identificaron de forma difusa en todo el higado (Figura 8C y 1D). Otros érganos
parenquimatosos que contenian células infectadas, aparentemente células
endoteliales, fueron el corazén (especialmente las auriculas), el riidén y la médula
Osea (Figura 8E-F), ademas de érganos tubulares como los intestinos.

Es importante resaltar que los érganos parenquimatosos como el higado y los
ganglios linfaticos de ratones infectados con EMLA-IS demostraron marcados

cambios histopatolégicos. En el dia 9 posteriores al periodo de infeccién, los
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animales incluidos en el estudio exhibieron infiltracion de higado con células
inflamatorias. En este sentido, se encontrdé que los ratones infectados con EMLA
transmitido por garrapatas, demostraron figuras mitdticas hepatocelulares,
apoptosis e infiltracion lobulillar multifocal de células inflamatorias en el higado
(Figura 8 A-C).

En el dia 30 posteriores a la infeccion se observaron pocos focos de infiltracion
inflamatoria en higado, pulmoén y piel de ratones infectados con EMLA-IS. Se
observd una mayor infiltracion de células inflamatorias y edema en ratones antes
de la muerte (Saito et al., 2015). Las mismas lesiones se observaron en animales
menos de 24 horas antes de la muerte. Estas lesiones experimentaron una rapida
progresion cuando los animales estaban moribundos, con més focos de células
apoptéticas y aumento de la infiltracion de células mononucleares en el higado. La
congestion vascular se observé en la mayoria de los 6érganos en la fase tardia de
la infeccion. En dicho estudio, se observé aumento de las células de Kupffer en el
higado los dias 12-13 después de la infeccion. La tincion con IHC revel6 la
presencia de EMLA en todos los tejidos evaluados, especialmente en la etapa

tardia de la infeccion letal.
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Figura 8. Proliferacion de hepatocitos.
Cambios histopatoldgicos en el higado de ratones infectados con Ehrlichia muris,
como agente (EMLA).

A y B, Figuras mitéticas (flechas) el dia 5 después de la infeccion en higado de
ratones infectados con una dosis letal de EMLA (20 x y 40 x aumentos originales,

respectivamente).

C, infiltracién celular perivascular al dia 9 después de la infeccion en el higado de
un raton letalmente infectado (40 x aumento original).

D, Células apoptéticas (flechas) al dia 9 después de la infeccién en el higado de

un raton letalmente infectado (40 veces el aumento original).
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E-F, EMLA morulae (flechas) en las células endoteliales en el higado y auricula
cardiaca (100 x aumento original), respectivamente, durante la infeccién letal.
(Saito et al., 2015).

5.1.2. Dafios Macroscopicos

Saito et al. (2015), realizaron una evaluacion del nivel de una enzima a nivel de un
organo parenquimatoso como higado, los niveles de alanina aminotransferasa
(ALT) en suero aumentaron significativamente durante la ultima etapa (dia 10
después de la infeccién) de la infeccion letal por EMLA, en comparacion con los
ratones de control, sus niveles fueron tan altos como 2400 U / L (Figura 9). Lo cual

sefiala un dafio a nivel macroscépico a causa de la Ehrlichia Canis.

Elisa Carolina Lépez Gémez 55



Caracterizacion de los dafios macroscépicos y microscopicos de 6rganos parenquimatosos
obtenidos de perros infectados por Ehrlichia canis: revision bibliografica cualitativa

Figura 9. Hallazgos clinicos y hematoldgicos durante la fase aguda de la

infeccion en ratones infectados con Ehrlichia muris-like agent (EMLA) IV.
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letalmente con EMLA el dia 10 después de la infeccion.

5.2 Dafios Microscépicos y macroscopicos en drganos parenquimatosos

ocasionados por ehrlichiosis monocitica humana

5.2.1. Dafios Microscopicos

La ehrlichiosis monocitica humana (HME) es ocasionada por Ehrlichia chaffeensis,
entre sus signos mas notables, se incluye la fiebre, mialgias y pancitopenia en el
80 a 90% de los pacientes, ademas de elevacion en los niveles séricos de
transaminasas. Las manifestaciones clinicas del HME varian, y los hallazgos de
laboratorio y las manifestaciones hepaticas pueden llevar a un diagndéstico
diferencial que va desde colangitis a colecistitis 0 desde hepatitis crénica leve a
falla hepatica progresiva (Nutt y Raufman, 1998). Para realizar la deteccion de
enfermedades intracelulares en el perro ocasionadas por la garrapata es

necesario contar con los hallazgos de laboratorio (Sarma et al., 2014).
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Los estudios histopatoldgicos de muestras de biopsia de médula 6sea sugieren
gue las manifestaciones de HME son el resultado de la activacion mononuclear de
fagocitos (Lee y Rikihisa, 1997). A finales de los 90's, poco se sabia sobre la
patologia de la lesion hepatica observada en HME ya que los aumentos en las
actividades de transaminasas séricas generalmente son de leves a moderados y
la trombocitopenia a menudo previene la biopsia hepatica en pacientes
clinicamente enfermos (Nutt y Raufman, 1998). Para dilucidar aun mas la
patologia y patogénesis de la lesién hepéatica en HME, Dumler, 2015 estudio
secciones hepéticas de pacientes con infecciones confirmadas de E chaffeensis.
Debido a lo anterior, la patologia de la lesion hepatica debe ser estudiada en
tejidos hepaticos de pacientes con HME confirmada con técnicas de laboratorio.
Smith y Dumler (2003), examinaron la tincion con H&E y tinciones
inmunohistoquimicas para E chaffeensis y marcadores de leucocitos. Inicialmente
realizaron un examen al microscopio de las secciones del érgano parenquimatoso
higado de pacientes con Ehrlichiosis Humana, el cual fue tefiido con la sustancia
H&E, los hallazgos microscopicos del estudio revelaron focos linfohistiociticos
lobulares dispersos en cada uno de los 7 casos. En 4 de los 7 pacientes incluidos
en el estudio hubo un patrén de infiltracion linfohistiocitica difusa de sinusoides
hepaticos o hiperplasia de células de Kupffer con evidencia de aumento de la
fagocitosis. Con mayor frecuencia estuvieron presentes focos linfohistiociticos
lobulillares dispersos e infiltracion linfohistiocitica difusa aunada a hiperplasia de
células de Kupffer con aumento de la fagocitosis.

En 5 de los 7 pacientes del mismo estudio se observaron diversos grados de
lesion y muerte de células hepaticas. La colestasis fue evidente en 6 casos, a
veces con lesion epitelial del conducto biliar. Ademas hubo presencia de
abundantes células mononucleares infectadas con E chaffeensis que infiltraron
I6bulos o regiones porta en células de Kupffer. La inflamacién fue
desproporcionada a la infeccibn en 6 casos. En ausencia de hepatocitos

infectados o células epiteliales biliares, estos hallazgos sugieren que las
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respuestas inflamatorias o inmunes del huésped contribuyen a la lesion hepatica
observada en HME.

El estudio de estos investigadores permitié observar varios grados de lesién en
células hepaticas y muerte. Por ejemplo, la colestasis fue evidente en 6 casos, a
veces con lesion epitelial del conducto biliar. En 5 pacientes se observaron células
mononucleares infectadas con E chaffeensis rara, que infiltraron l6bulos o células
de Kupffer. La inflamacién estuvo fuera de proporcion con la infeccién en 6 casos.
En ausencia de hepatocitos infectados o células epiteliales biliares, estos
hallazgos sugieren que las respuestas inflamatorias o inmunitarias del huésped
contribuyen a la lesion hepatica observada en HME.

Un estudio en el que trabajaron con ehrlichiosis humana, se identificé que del 60%
al 70% de los pacientes presentan leucopenia y trombocitopenia, y del 80% al
90% de los pacientes pueden presentar aumentos leves a moderados de las
actividades de transaminasas séricas (Olano y Wlaker, 2002; Dumler y Walker,
2001).

El examen microscopico de las secciones del érgano parenquimatoso higado
tefiidas con H&E de la investigacion de Smith y Dumler, (2003) revelé focos de
linfohistiocitos lobulares dispersos en cada uno de los 7 casos. En 4 casos, hubo
un patrén sugestivo de infiltracion linfohistiocitica difusa de los sinusoides
hepaticos o hiperplasia de células de Kupffer con evidencia de aumento de la
fagocitosis (figura 10).

Se observaron lesiones necréticas adyacentes a las venas centrales en 1 caso
Imagen 10A. En otro caso, se observo necrosis coagulante en una distribucion
irregular. La colestasis moderada a marcada fue evidente en 6 casos, a veces
asociados con lesion epitelial del conducto biliar Imagen 10B. Dos casos
presentaron evidencia de inflamacion inespecifica de los hepatocitos vy
acumulacion de grasa. Dos casos presentaron tejido insuficiente para estudios
inmunohistoquimicos posteriores, y en 1 caso, la fijacion inadecuada impidio la

interpretacion de la tincibn inmunohistoquimica. En los 4 casos restantes, el
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analisis inmunohistoquimico demostré predominantemente linfocitos T e infiltrados
de fagocitos mononucleares en los l6bulos y los tractos portal. Las manchas Ki-67
demostraron una tasa proliferativa variable, observada principalmente en células
mononucleares infiltrantes o células de Kupffer (figura 11). En 2 casos, hubo un

indice de proliferacion Ki-67 (<5%) muy bajo. (Smith y Dumler, 2003).

Figura 10. Examen microscoépico de luz de las secciones de higado tefiidas
con H&E.

Focos linfohistiociticos lobulares dispersos identificados en los higados de 2
pacientes con ehrlichiosis monocitica humana. B, hinchazén inespecifica de los
hepatocitos y acumulacién de grasa (A y B, H&E, aumento original x 200) (Smith y
Dumler, 2003).
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Figura 11. Manchas Ki-67.

Lesion del parénquima hepatico y del conducto biliar en la ehrlichiosis monocitica
humana. A, lesion necrética en el higado adyacente a una vena central (H&E,
aumento original x 100). B, Colestasis marcada asociada con lesion epitelial del

conducto biliar (H&E, aumento original x 200).

De los 2 casos que mostraron un leve a moderado aumento en el indice de
proliferacion Ki-67, 1 caso mostré aproximadamente 10% de tincion y 1 caso de
tincion al 30% de las células mononucleares sinusoidales. En los casos sin
necrosis hepética o colestasis, los anticuerpos contra CD68 (KP1) confirmaron
infiltrados sinusoidales marcados de células mononucleares o macréfagos.
Ademas, CD68 manchas mostraron leve hiperplasia de células Kupffer y destaco

un aumento del nivel de fagocitosis por las células mononucleares (figura 12).
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Figura 12. Hiperplasia de células Kupffer.

La tincidbn inmunohistoquimica con el marcador de macréfagos KP1 demuestra
histiocitos prominentes en los sinusoides hepaticos y la hiperplasia de células de
Kupffer (A) y evidencia de eritroleucofagocitosis (B) (A y B, inmunotincion KP1,
aumento original x 200) (Smith y Dumler, 2003).

Los estudios inmunohistoquimicos para organismos intracelulares revelaron
células infrecuentes a abundantes de E chaffeensis en 5 de 6 casos en los que se
realizaron exdmenes. Cuando estaban presentes, las morulas ehrlichiales se
observaban so6lo en células mononucleares o Kupffer infiltrantes. Las células
infectadas fueron abundantes en un paciente con infeccion por el VIH12 y otro con
gammapatia monoclonal de larga data de importancia indeterminada.1l3 Las
células infectadas fueron poco frecuentes o raras en 3 de los casos en los que no

se conocian enfermedades preexistentes estuvieron presentes (figura 13).
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Figura 13. Demostracién inmunohistoquimica de Ehrlichia chaffeensis

morulae en macréfagos hepéticos y células de Kupffer.
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En un caso (A) y gran numero de células infectadas en caso (B) (A, anti-E
chaffeensis, aumento original x 640, B, anti-E chaffeensis, aumento original x
400).

5.3 Dafios Microscépicos y macroscépicos en 6érganos parenguimatosos de

perros infectados por Ehrlichia Cani

Respecto a la Ehrlichia Canis, se ha informado que la hepatomegalia esta
asociada con esta infeccion, no obstante no es un hallazgo que caracterize a la
enfermedad como tal. Respecto a las células inflamatorias en pacientes con E.
Canis a menudo incluyen macrofagos y linfocitos en 6érganos parenquimatosos

como pulmén e higado.

5.3.1. Dafios Microscopicos

Nair (2016), realizo la inoculacion de la infeccion por E. Canis y E chaffeensis.
Ambos organismos fueron cultivados in vitro, los inéculos se prepararon y se
utilizaron para generar infecciones de E. Chaffeensis. Las bacterias cultivadas en
la linea celular de macréfagos caninos se recuperaron por centrifugacion lavando

los sedimentos celulares con solucién salina tamponada con fosfato (PBS). Los
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sedimentos celulares se re suspendieron a una concentracion de 2x108
organismos de Ehrlichia por mL de PBS y se usaron para realizar infecciones en
los animales, administrando 1 mL de la solucion por via intravenosas en cada
paciente. Posterior a la infeccion, se obtuvieron muestras de tejido de dérganos
parenquimatosos como son cerebro, médula 6sea, pulmon, higado, bazo, rifidn,
corazon, glandulas suprarrenales y nodulos linfaticos. Las muestras se fijaron en
formalina al 10% durante 24 h y se procesaron en un procesador de infiltracién de
vacio Tissue-Tekl VIP1 6 (Sakura Finetek, CALIFORNIA). Los tejidos procesados
se colocaron en parafina y se prepararon secciones de hematoxilina y eosina
(H&E) de 5 ym de grosor segun los protocolos estandar seguidos rutinariamente
en KSVDL.
Cuadro 6. Escala de clasificaciond e lesiones macroscépicas en organos

infectados de perros.

Organo 0 1 2 3
pulmon | inflamacion microgranulomas | microgranulomas | microgranulomas
no notable raros y pequefios | ocasionales y frecuentes y
ndameros de cantidades grandes
inflamacion moderadas de cantidades de
perivascular inflamacion inflamacion
perivascular perivascular
Higado | sin inflamacion inflamacion inflamacion
inflamacion periportal leve periportal marcada
notable con moderada y periportal y
microgranulomas | centripeta con centripeta con
sinusoidales microgranulomas | microgranulomas
sinusoidales sinusoidales
Bazo vainas hiperplasia PALS | hiperplasia PALS | hiperplasia
linfaticas leve moderada PALS marcada
periarteriales
normales
(PALS)

Todas las observaciones histopatolégicas fueron evaluadas por un patélogo
anatémico certificado Las lesiones microscopicas de los érganos parenguimatosos

se observaron principalmente en pulmon, higado y bazo; las lesiones se
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clasificaron en una escala numérica de 0 a 3 para cada tejido en funcién de la
gravedad y la distribucion de las lesiones en dos secciones de cada tejido. La
escala numérica de calificacion utilizada fue de acuerdo al cuadro 6.

En el estudio de Nair (2016) se asigné una puntuacion combinada para cada
animal a partir de la suma de las puntuaciones individuales para cada tejido en
una escala de 0 a 9, donde la puntuacidbn mas alta sugiere lesiones mas graves.
Dentro de los resultados mas notables, se observd que en el grupo infectado con
E. Canis, las lesiones hepéticas presentaron infiltrados periportales moderados de
linfocitos y macréfagos con ocasionales microgranulomas sinusoidales. En la
figura 14 se indican los cambios histopatolégicos a nivel de tejidos hepéticos en

perros infectados con E. Canis, E. chaffeensis, A. platys y A. Phagocytophilum.

Figura 14. Cambios histopatolégicos en perros como resultado de infeccion.

macréfagos con variacion en el grado de inflamacion.

5.3.2. Dafios Macroscopicos
Sarma et al. (2014) realizaron un estudio en una Policlinica Veterinaria del Instituto

de Investigacion Veterinaria de la India. Los investigadores reportaron 101 casos

Elisa Carolina Lépez Gémez 64



Caracterizacion de los dafios macroscépicos y microscopicos de 6rganos parenquimatosos
obtenidos de perros infectados por Ehrlichia canis: revision bibliografica cualitativa

positivos a enfermedades hemoparasitarias intracelulares transmitidas por
garrapatas como ehrlichiosis (n = 60), babesiosis (n = 10), anaplasmosis (n = 5),
hepatozoonosis (n = 4) e infeccibn mixta (n = 22). Estos casos fueron
seleccionados independientemente de la raza, edad y sexo. Los investigadores se
centraron en los hallazgos de Organos parenquimatosos como higado y bazo.
Realizaron un estudio de ultrasonografia del higado y bazo de acuerdo a los
procedimientos descritos por Nyland y Mattoon (2002). Para dicho examen se
utilizé un escaner ultrasénico 200 Vet (Pie Medical, Netherland) o Sonosite modal
600 M y un transductor AAS de 5,0 MHz. El area abdominal se afeitd y se aplico
gel acustico en el abdomen antes del sonograma para asegurar un contacto intimo
de la cabeza del escaner con la superficie del cuerpo.

En relacién al examen ultrasonografico del higado, el transductor se colocé detras
de la linea media del xifisternum y en angulo craneo dorsal para imagen de una
seccion transversal del higado. EI transductor se movié gradualmente
caudalmente restante en la linea media y la cabeza del transductor se hizo girar a
90° para obtener una imagen de la seccion longitudinal del higado en la linea
media. Los investigadores evaluaron el tamafio del higado, forma, contorno y
arquitectura interna, incluyendo alteraciones en la ecogenicidad e intensidad
(anecoica / hipoecoica / hiperecoica / normoecoéica).

En relacion al érgano parenquimatoso bazo, se obtuvo la imagen ultrasénica con
el paciente en posicion decubito espinal, visualizando su tamafio, ecogenicidad y
forma.

De los resultados mas notables de esta investigacion, el ultrasonido revel6 que de
los 60 casos de ehrlichiosis, hubo hipoecogenicidad del higado en el 51,67% de
los pacientes. El 20% de los casos presentaron hepatomegalia y 20% de ascitis
seguido de esplenomegalia de 8,33%. Recordando que el estudio Nair et al.

(2016) reportaron esplenomegalia en un perro infectado con E. Canis.
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En la figura 15, se observa la hipoecogenicidad hepatica ademéas de otros
hallazgos ecogréficos de trastornos por TBDs intracelulares en perros infectas con
E. Canis. (Sarma et al., 2014).

Figura 15. Ultrasonografia abdominal de enfermedades ocasionadas por

garrapatas en perros.

Hipoecoico focal con hepatomegalia grave (a), nédulo hiperecoico focal en el
parénquima hepatico con liquido interlobular (b), higado diseminado con liquido
ascético (c), estructura anecoica que rodea el higado (d), GB distendido con
hepatoma hinchado vena (e), colecistitis (3,9 mm) con higado focal hipo-ecoico (f),

distension vesicular biliar severa con estructura llena de liquido anecoico (g).
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5.3.3. Dafios en Bazo

El bazo es un 6rgano altamente perfundido involucrado en el control inmunolégico
y la eliminacién de patégenos transmitido por vectores (VBP), que podrian tener
un papel fundamental en la patogénesis de la enfermedad esplénica. Movilla et al.
2017 realizaron un estudio con 67 muestras de sangre de EDTA y 64 muestras de
tejido esplénico obtenidas de 78 perros con enfermedad esplénica en un area
mediterranea. Reportaron enfermedades como Ehrlichia spp., en cuyo estudio
histolégico hubo presencia de hematoma y congestion en una muestra de bazo

congelado, proveniente de un perro positivo a Ehrlichia cani (figura 16).

Figura 16. Cambios histopatol6gicos en perros como resultado de

infecciones de E. Canis.

Los tejidos del bazo muestran hiperplasia de hoja linfoide periarteriolar (pulpa
blanca) con variacién en el tamafio de la pulpa blanca en los grupos infectados. El
aumento fue de 400x de higado.

5.3.4. Dafos en Rifién

Se ha descrito que la Ehrlichiosis monocitica canina (EMC) causa afectacion renal
en casos cronicos, aunque se desconoce la clasificacion histopatolégica de los
patrones de glomerulopatia. En este sentido Silva et al. (2016), realizaron un
estudio en el que propusieron evaluar el patrén histopatologico, centrandose en
los tipos de glomerulonefritis de riflones procedentes de perros infectados de
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forma natural con Ehrlichia canis. En su estudio, utilizaron 12 perros infectados y 6
perros sanos. Después de la evaluacion clinica y la confirmacion diagndstica, se
sacrificaron los animales y se obtuvieron fragmentos de rifién realizar el examen
histopatoldgico con tinciones de incluyen hematoxilina y eosina (HE), tricromico de
Masson, éacido peryodico Schiff (PAS), acido peryodico-metenamina de plata
(PAMS) y rojo Congo manchar. El analisis histopatolégico de perros con CME
demostré que las lesiones principales estaban presentes en el glomérulo y la
region tubulointersticial en el 100% de los casos. El tipo de lesién glomerular fue
membranoproliferativo en 83.33% y proliferativo en 16.67% de los perros. La
nefritis intersticial estuvo presente en la regién cortical de todos los perros
infectados. El infiltrado inflamatorio linfohistiolascitico de minima a marcada estaba
presente en las areas intersticial, perivascular y periglomerular. El recuento
diferencial de células inflamatorias indicé que los linfocitos predominaron en
comparacién con las células plasmaticas y los histiocitos. Se observaron fibrosis
intersticial y cilindros hialinos de menor intensidad.

En sus andlisis estadisticos, reportaron una correlacion negativa entre los niveles
de albumina sérica y la gravedad de la glomerulopatia. En conclusion, la
glomerulopatia membranoproliferativa y la nefritis intersticial fueron las principales
lesiones renales en CME, sugiriendo que la presencia de infiltrados inflamatorios
ricos en linfocitos indica la participacion de estos infiltrados en la inmunopatogenia

de la lesion renal en perros con CME (figura 17-20).
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Figura 17. Glomerulopatia membranoproliferativa en perros infectados

naturalmente con E. Canis.

(A) Membrana basal capilar glomerular y espesor de la matriz mesangial; (B)
Glomérulo sin espesor de la membrana basal capilar glomerular. PAMS. Bar
=25 0m.

Figura 18. Lesion glomerular en rifldn de perros infectados naturalmente
con E. Canis.

C ) # 5 B KN B

(A) PGN. Hipercelularidad glomerular (H & E). Bar = 25 [Im. (B) glomérulo normal
(H & E). Bar = 25 [Um. (C) Depésitos de proteinas en el espacio urinario (flecha) y
esclerosis glomerular (punta de flecha) (PAS). Bar = 50 [Um. (D) PGN. Reduccién

del espacio urinario y el grosor de la matriz mesangial (PAS). Bar = 25 [im.
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Figura 19. Infiltrado inflamatorio en rifndn de perros infectados

naturalmente con E. Canis.

<

A) Infiltrado inflamatorio mononuclear periglomerular (flechas). EL. Bar = 25
Om. (B) Infiltrado inflamatorio mononuclear intersticial (flecha) vy

perivascular (punta de flecha). EL. Bar = 100 Om.

Figura 20. Fibrosis intersticial en rifidn de perros infectados naturalmente

con E. Canis.

Presencia de fibrosis intersticial moderada en la region peritubular y

periglomerular. Tricrémico de Masson Bar = 50 [Im.

5.3.5 Dafios en Pulmon

Nair et al. (2016), cultivaron in vitro a E canis y E chaffeensis. Las bacterias
cultivadas en la linea celular de macréfagos caninos DH82 presentaron un 80% de
infectividad, realizaron observaciones histopatoldgicas de lesiones microscopicas
en pulmén, los tejidos pulmonares de los perros infectados con E. Canis se
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diseminaron a microgranulomas poco delineados o discretas. La inflamacion se
caracterizdé por un numero moderado a grande de infiltrados perivasculares de
macrofagos y linfocitos en los pulmones de los perros infectados con E. Canis
(figura 21).

Figura 21. Cambios histopatoldgicos en perros como resultado de

infecciones.

oy

o
ekl

b ]
3

;(:_ i
g

Las filas 1-5 representan muestras de tejido recogidas de controles, E. Canis, E.
chaffeensis, A. platys y A. phagocytophilum, perros infectados, respectivamente.
A) Tejidos pulmonares que muestran infiltracion perivascular de macrofagos y
linfocitos con variacién en el grado de inflamacion entre los grupos infectados en

comparacién con los controles.
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5.3.6. Dafios en Cerebro

La investigacion de Baba et al. (2012), fue conducida para determinar la causa de
la pancitopenia en sus pacientes caninos, ellos realizaron la aspiracion de médula
Osea Yy la prueba serologica para saber si habia infeccion por E. Canis. Los frotis
de aspiracion de médula 6sea revelaron normoceluralidad con una relacidon
mieloide a eritroide (0,17) claramente disminuida sin anormalidades morfolégicas,
lo que indica hiperplasia eritroidea (Figura 22A). Se observaron ocasionalmente
células megacariociticas. También se observd una mayor fagocitosis de los
eritrocitos nucleados (Figura 22B). El examen microscépico no mostrd inclusiones
intracitoplasmicas en el aspirado de médula ésea o frotis de sangre periférica. La

prueba serolégica para E. Canis fue negativa (<1:25) (Monolis, Inc.).

Figura 22. Fotomicrografias de citologia por aspiraciéon de médula 6sea

(tincion de Hemacolor).

A (B)
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(A) hiperplasia eritroidea y (B) fagocitosis de eritrocitos nucleados (punta de
flecha) fueron observados. Las inclusiones intracitopldsmicas no se encontraron

en el aspirado de médula Osea.

Kaewmongkol et al. (2015) reportaron un caso de Ehrlichia canis en una hembra
de la raza poodle, cuya bateria fue detectada en fluidoespinal de un no

tromcitopénico con meningoencefalitis por PCR de amplio rango. El examen
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neuroldgico revel6 reacciones posturales deprimidas de la extremidad posterior
izquierda. Se realizaron imagenes por resonancia magnética (IRM) del cerebro,
aspiracion de liquido cefalorraquideo (LCR) y aspiracion de médula ésea para
determinar la causa de los signos neurologicos, la anemia no regenerativa y la
trombocitopenia. La RM del cerebro reveld hipertrofia y alta intensidad de sefial en
las iméagenes ponderadas en T2 de las meninges, indicando meningitis. Las
anormalidades del LCR incluyeron xantocromia, aumento de los niveles de
proteina (2,4 g/dl), pleocitosis (3,200/ul) e inclusiones intracitoplasmaticas
(sospechosas como morulas) en macrofagos infiltrados. Se sospeché infeccidon por
E. Canis basandose en inclusiones intracitoplasmicas encontradas en células
mononucleares en CSF (1:25, rango de referencia, <1:40). Para confirmar la
infeccion por E. Canis, realizaron PCR anidada y analisis de secuencia utilizando

muestras de aspirado de médula 6sea y CSF (figura 23).

Figura 23. Fotomicrografia de citologia del liquido cefalorraquideo.

o -

Se observaron inclusiones intracitoplasmicas en forma de anillo redondeado

(puntas de flecha) en células mononucleares de fluido cerebroespinal (tincion de

Hemacolor, Merck, Darmstadt, Alemania).
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Capitulo 6. Tratamientos para Ehrlichia canis

6.1. Terapia antimicrobiana de ehrlichiosis canina

Los signos de fase aguda suelen desaparecer sin tratamiento dentro de una a 4
semanas dando lugar a la fase subclinica.

Dentro de los farmacos eficaces para tratar esta patologia, estan las tetraciclinas.
En términos generales, se sabe que si el tratamiento se administra antes de que
los perros se encuentren en la fase aguda, los resultados de éste y su prondstico
seran mas favorables. Harrus, Waner y Neer, (2007) sefialaron que los perros que
se encuentran en la fase cronica generalmente no responden al tratamiento
debido a los cambios multisistémicos y a la mielosupresion severa de la
enfermedad.

Otros farmacos efectivos en algunos paises son la doxiciclina y la minociclina,
estos son considerados como el tratamiento de eleccion, debido al mecanismo de
accion del farmaco sobre las células, mecanismo esencial para la eliminacion de la
infeccion. Actualmente, la doxiciclina tiene las ventajas farmacologicas respecto a
otros agentes, destacando una vida media mas larga y mayor efecto a nivel del
SNC respecto de cualquiera de las tetraciclinas u oxitetraciclina (Harrus et al.,
2007). Estos mismos investigadores han reportado en un estudio, la
administracion de doxiciclina (10 mg/kg/24 hora) durante 7 dias para eliminar la E.
Canis en 3 de 5 perros.

En otros estudios, se ha administrado doxiciclina a razon de 5mg/kg dos veces al
dia durante un intervalo de 10 a 14 dias, resultando completamente eficaz en la
eliminacion de la E. Canis, cuando esta fue detectada a tiempo a través de PCR.
Sin embargo, otros estudios con infecciones experimentales ya sean 16 a 23 o 28
dias de tratamiento con doxiciclina fueron suficientes para borrar los organismos
de todos los perros infectados. Después del tratamiento de perros con infeccion

cronica, los resultados de la PCR se mantuvieron positivos en la sangre de los
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perros y también en las garrapatas que se alimentaban de ellos (Harrus et al.,
2007).

En base los hallazgos anteriores respecto al tratamiento con doxiciclina, se asume
gue el periodo estandar de la terapia de doxiciclina en infecciones naturales ha
oscilado entre 21 a 28 dias, sugiriendo una dosis minima terapéutica de 10 mg/kg
al dia durante 28 dias.

Harrus et al. (2007), reportaron que en los pacientes caninos en fase aguda o
cronica leve de la enfermedad, se produce una notable mejoria entre 24 a 48
horas después del inicio del tratamiento con tetraciclina. El recuento de plaquetas
correspondientemente comienza a aumentar durante este tiempo y es por lo
general en el rango de referencia de 10 a 14 dias después del tratamiento. No
habra inmunidad permanente, y los perros pueden llegar a ser infectados con E.

Canis después de un tratamiento anteriormente eficaz.
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CONCLUSION

La ehrlichiasis fue descubierta desde 1935 y nombrado en 1945 por el
bacteri6logo Paul Ehrlich. Es una enfermedad transmitida por garrapatas y
causada por bacterias intracelulares obligadas, gram negativas, cocoides,
pleomérficas pequefias que parasitan el citoplasma de los leucocitos,
principalmente monocitos y macréfagos. Pertenecen al filum proteobacterias,
orden rickettsiales, familia Anaplasmataceae, géneros: Ehrlichia, Anaplaspla y
Neorickettsia.

De gran relevancia debido a su potencial transmision al humano y su prevalencia
geografica, la cual depende de la distribucion de su vector Rhipicephalus
sanguineus, teniendo mayor presencia en climas tropicales y subtropicales.
Presente en los continentes de Asia, Africa, Europa y en América desde Estados
Unidos hasta Argentina.

Ehrilichia cani, afecta a miembros de la familia canidae, con dafios principalmente
en sus sistemas hematopoyético, linfoide, hepatico, renal, articular u ocular.

El periodo de infeccién varia de 8 a 20 dias después de la mordedura de la
garrapata o la transfusion sanguinea de un animal infectado y de ahi se replica en
las células mononucleares de nédulos linfaticos, higado, bazo y médula 6sea, la
enfermedad puede pasar a fase aguda, subclinica o crénica, esta ultima a falta de
tratamiento adecuado, donde los signos clinicos estan ausentes pero persisten los
cambios hematoldgicos, asi como los dafios macroscopicos y microscopicos en
organos afectados.

Los signos mas comunes asociados a esta enfermedad son fiebre, depresion,
anorexia, vomitos y anemia, con tendencia al sangrado. Ademas encontramos
secrecion oculo-nasal, palidez de mucosas, asi como hepatomegalia,
linfadenomegalia, esplenomegalia y edema en extremidades y escroto, y en
ocasiones signos oculares y respiratorios. En la fase cronica se pueden encontrar

también algunos signos neuroldgicos e inclusive renales y reproductivos.
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La diseminacibn de Ebhrlichia canis se da mayormente en los O&rganos
parenquimatosos; higado, bazo y nodulos linfaticos, debido a que presentan una
mayor poblacion de fagocitos mononucleares. Aunque también produce vasculitis
e inflamacion perivascular en pulmon, riidn y meninges.

Debido a la gran variedad de signos clinicos inespecificos su diagndéstico debe
estar basado principalmente en una buena anamnesis e historia clinica, donde
haya posibilidad de identificar la exposicién previa del paciente a garrapatas
vectores, utilizando como diagndsticos complementarios; las alteraciones
hematolégicas donde encontramos mayormente trombocitopenia, anemia
(generalmente regenerativa) y leucopenia, el cultivo tisular realizado con sangre
heparinizada o aspirados de medula ésea, las pruebas inmunologicas que
determinan los niveles de anticuerpos (IgG o IgM), La inmunofluorescencia
indirecta (IFI) donde podemos detectar anticuerpos tempranamente (mayormente
IgA e IgM), La inmunoabsorbancia ligada a enzimas (ELISA) la cual ha sido muy
utilizada y recomendada puesto a su viabilidad para llevarse a cabo en el
diagndstico clinico, debida a su rapidez, eficiencia y costo accesible, El frotis
sanguineo utilizando la tincion de hematoxilina eosina y la reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) para la deteccion del ADN de microorganismos en la sangre
periférica de un animal infectado.

También es importante resaltar las petequias cutdneas debidas a la hemolisis
intravascular y alteracion plaquetaria, las cuales son un signo diagnéstico de la
enfermedad.

Estudios de la patologia hepatica revelan diversos cambios histologicos en
diferentes especies:

En estudios realizados en perros infectados con Ehrlichia cani se encontro
infiltrado periportal de linfocitos y macréfagos, asi como microgranulomas

sinusoidales.
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En pacientes con Ehrlichiosis monocitica humana se observo un aumento de la
apoptosis hepatica, elevacion de la células de Kupffer infectadas y por tanto un
aumento en la transaminasas, colangitis y colestasis.

En ratones utilizados como modelos de investigacion para Ehrlichia muris, se
genero proliferacion hepatocitica secundaria a la evidente apoptosis de
hepatocitos, asi como aumento de las células de Kupffer y aumento de las células
inflamatorias en higado.

Como lesiones hepaticas macroscopicas se encontr6 de manera recurrente en
diferentes casos de Ehrlichia cani; hipoecogenisidad en higado, ascitis y evidente
hepatomegalia al utilizar ultrasonido como herramienta diagnostica.

En el bazo se encontr6 de manera recurrente pero menos evidente
esplenomegalia, congestion en perros infectados con E. cani.

Otros 6rganos que resultaron implicados en la infeccion de E. cani fueron rifién y
pulmones.

Presentando una relevante glomerulonefritis membranoproliferativa en la totalidad
de los casos de una investigacion y glomerulonefritis proliferativa observada en
algunos pacientes, donde el infiltrado predominante fue de linfocitos respecto a
células plasmaticas.

En pulmones se hallaron microgranulomas e infiltrados perivasculares de
macrofagos y linfocitos.

El tratamiento esta basado principalmente en tetraciclina y doxiciclina, esta ultima
a una dosis de 10 mg/kg al dia, durante 10-14 dias para erradicacién de la
bacteria y hasta 28 dias en pacientes cronicos, es importante destacar que se

observa una notable mejoria de 24-48 horas después de iniciado el tratamiento.
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SUGERENCIAS

Es conveniente al momento de realizar un didgnostico con signologia inespecifica
investigar de manera exhaustiva a la anamnesis la posibilidad de contacto con el
vector Rhiphicephalus sanguineus, puesto a que es una enfermedad que
comparte dafos con otras enfermedades de frecuencia clinica.

Tener a la mano esta investigacion sobre los dafios hallados en organos
parenquimatosos nos permitira tener una comparativa en con otras infecciones
ademas de comprender la naturaleza de la patogenia de Ehrlichia cani y asi poder

descartar de manera mas contundente las enfermedades diferenciales.
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