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RESUMEN

La ehrlichiosis es una enfermedad producida por bacterias del género
Ehrlichia, son microorganismos Gram negativos, intracelulares obligados vy
pleomorficos, que parasitan leucocitos circulantes de animales y humanos. Es
transmitida por garrapatas que al picar, introducen la bacteria que invade leucocitos
y plaquetas, donde se multiplica originando una morula, visible al microscopio
optico. El objeto del trabajo es la identificacion del microorganismo mediante frotis
de sangre periférica. Se estudiaron 504 muestras de sangre de caninos que fueron
enviadas al Laboratorio Clinico “Nuestra Sefiora de Las Nieves”, de Ciudad Bolivar,
Estado Bolivar. A todas las muestras recolectadas se les realizd hematologia completa
y diagnostico de hemoparasitos, mediante revision minuciosa del frotis, coloreado
con Wright. Se identificaron, por frotis, morulas en 259 muestras de las 504
estudiadas, con una prevalencia de 51%. Las variables hematoldgicas con
alteraciones estadisticamente significativas (p<0,05), fueron la hemoglobina 56%, los
leucocitos 46% y las plaquetas 54% en los casos positivos. En conclusion, se
determiné una elevada prevalencia de infeccion por Ehrlichia spp., en las muestras de
perros estudiados.

Palabras clave: Ehrlichia spp., caninos, garrapatas, Venezuela.
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INTRODUCCION

La echrlichiosis es una enfermedad causada por microorganismos Gram
negativos, intracelulares obligados y pleomorficos, que parasitan leucocitos
circulantes de hospedadores mamiferos susceptibles como perros, vacas, ovejas,
cabras, caballos, incluido el hombre. Poseen una pared celular rigida, tipica de
bacteria Gram negativas y no son mdviles. Dentro de la célula infectada aparecen
aisladas, en parejas o formando masas densas (Mandaniluz et al., 1997, Garcia,

2005).

Las especies bacterianas pertenecientes a los géneros de la familia que
produce la ehrlichiosis son bacterias con especificidad para un solo tipo de célula
diana. Las especies de Ehrlichia muchas veces se pueden identificar basandose en el
tipo de célula que infectan y el nombre de la enfermedad resultante se basa en el tipo
de célula (ehrlichiosis monocitica o granulocitica). Muchas de las Ehrlichia son
transmitidas por garrapatas, pero algunas especies utilizan otros hospederos
intermedios. Mas de una especie de Ehrlichia puede causar enfermedad en la mayoria

de los hospederos vertebrados (Rey et al., 2002; Zanfir y Duno, 2007).

La ehrlichiosis canina, en su forma monocitica y granulocitica es una
enfermedad infecciosa del perro de alta frecuencia en Venezuela, considerada
zoondtica y emergente, producida por bacterias del orden Rhickettsiales, familia
Anaplasmataceae cuyos vectores principales son las garrapatas marron
(Rhipicephalus sanguineus), pertenecientes a la familia Ixodidae (Zanfir y Duno,
2007; Simoén 2009).



Las garrapatas son ectoparasitos hematofagos de un numero variable de

vertebrados, incluyendo el ser humano y succionan la sangre de animales tanto



grandes como pequefios. Las garrapatas se distribuyen en dos grandes familias,
Ixodidae o garrapatas duras y Argasidac o garrapatas blandas. Riphicephalus
sanguineus vulgarmente conocida como la garrapata marrén del perro es una
garrapata dura que ataca a los animales y al hombre causdndoles lesiones
epidérmicas, malestar y anemia. Posee escudo dorsal y la superficie dorsal de su
cuerpo es lisa, con festones en el borde posterior, con 4 pares de patas. La hembra
mide entre 10 y 12 mm, posee el abdomen de color de blanquecino a marrén y es mas
blanda; mientras que el macho mide entre 3 y 4 mm es mas duro y de color marrén

(Murray et al., 2002; Drugueri, 2004).

La penetracion de Ehrlichia spp. en el individuo se produce a través de la
saliva de la garrapata infectada, que contamina el sitio de la picada en el momento de
su alimentacion, siendo confirmado por su presencia en las glandulas salivares. La
transmision es transestadial; lo que significa que durante el estado de larva, ninfa o
adulto (macho o hembra) de la garrapata, estan en capacidad de transmitir la
enfermedad. No se presenta transmision transovarica; es decir que durante la etapa
del desarrollo dentro del vector, la bacteria no pasa al embrion, por lo que no es

transmitida al hospedero por la siguiente generacion (Tami, 2003).

La transmision de ese agente requiere que la duracion de la picada sea lo
suficientemente prolongada (24 a 48 horas). La garrapata, al picar, puede transmitir
otros microorganismos que conducen a otras enfermedades en el humano, como son
la babesiosis, la encefalitis equina y la enfermedad de Lyme. Se ha demostrado que
las garrapatas pueden sobrevivir como adultos 155 a 568 dias sin alimentarse y
transmitir la infeccién por 155 dias después de infectarse. Las garrapatas son mas
abundantes durante las estaciones calidas y la mayoria de los casos agudos de
ehrlichiosis monocitica canina ocurren durante esos periodos. Como la transmision de
Ehrlichia es mecanica y no bioldgica, las transfusiones de sangre infectada pueden

también transmitir la Rickettsia (Waner y Harrus, 2000; Tami, 2003).



En su ciclo biologico las Ehrlichias se introducen en el animal hospedador
como cuerpos elementales que poseen un diametro de 0,5-0,9 um, una vez en el
torrente sanguineo y dependiendo de la especie de Ehrlichia, los cuerpos elementales
buscan la célula diana (granulocitos, monocitos, plaquetas), se introducen en ella por
endocitosis mediada por un receptor o por fagocitosis, se multiplican por fision
binaria para luego convertirse en cuerpos iniciales que son cuerpos redondos, ovales o
en forma de habichuela, de 0,3 a 1,2 pm y se hallan dentro de mérulas en un nimero
variable. Las morulas pueden ser iinicas o multiples y alcanzan un diametro de 0,8 a
2,1 um, con lo que pueden llegar a ocupar gran parte del citoplasma (Mandaniluz et

al., 1997; Kujman et al., 2005).

Las morulas se encuentran incluidas dentro de vacuolas fagocitarias que
protegen a los organismos. En estos casos no se forma la union del fagosoma con los
lisosomas o granulos que contienen las enzimas que normalmente destruyen
bacterias, por lo tanto las Ehrlichias contintian su multiplicacion binaria dando origen
a grandes morulas que a veces contienen hasta 100 cuerpos elementales. Luego la
vacuola se rompe dejando salir los cuerpos elementales que para sobrevivir requeriran

ser fagocitados por nuevos leucocitos (Arraga, 2007).

Este microorganismo ha experimentado variaciones en la clasificacion
taxonémica a medida que se profundiza en su estudio. Actualmente, basados en
técnicas cientificas de clasificacion genética, mucho mas objetivas, tales como el
analisis de la secuencia genética del 16S del ARN ribosomal y el operéon groESL,
reforzada por caracteristicas bioldgicas, antigénicas, morfoldgicas, ecologicas,
epidemioldgicas de las bacterias y en las manifestaciones clinicas de la enfermedad
que producen se ha presentado una nueva reorganizacion de los miembros de la tribu

Ehrlichieac (Dumler et al., 2001; Lorente et al., 2004).



En la anterior nomenclatura, la tribu Ehrlichieae se clasificaba dentro de la
familia Rickettsiaceae y del orden Rickettsiales. Con los recientes estudios genéticos
y moleculares sobre la secuencia genética, se ha sugerido la reorganizacion
etimologica dentro del orden Rhickettsiales. Asi mismo, Dumler et al. (2001),
propone la sustitucién del tribu Ehrlichieae por la familia Anaplasmataceae y la
reorganizacion de las ya existentes, resultando cuatro géneros: Anaplasma,
Neorickettsia, Wolbachia y Ehrlichia. El género Cowdria, con su Unica especie
Cowdria ruminantium, desaparece, pasando a ser denominada como Ehrlichia
ruminantium. El género Anaplasma reagrupa, de un modo subjetivo, las especies E.
phagocytophilum, E.equi y la Ehrlichiosis Granulocitica Humana (EGH) en una sola
especie, con el nombre de Anaplasma phagocytophilum y la especie Ehrlichia platys
como Anaplasma platys. El género Neorickettsia se expande, incluyendo las especies
E. sennetsu y E. risticii como: Neorickettsia sennetsu y respectivamente Neorickettsia
risticii. En el género Ehrlichia quedan las especies E. canis, E. chaffeensis, E. muris,
E. ewingii y E. ruminantium. El género Wolbachia tiene una sola especie W. pipientis
(Dumler et al., 2001; Zanfir y Duno, 2007).

La primera ehrlichiosis canina descrita, asi como la mdas conocida
universalmente, es aquella producida por Ehrlichia canis agente causal de la
ehrlichiosis monocitica canina, se identifico en Argelia en perros infestados por
garrapatas que desarrollaban un proceso febril y anemia, tras observar las extensiones
sanguineas de los perros afectados, notaron pequefios microorganismos en el interior
de los monocitos. La ehrlichiosis granulocitica canina es causada por Ehrlichia
ewingii, un patogeno reconocido que se identifica en segmentados neutrofilos de
sangre periférica y seroldgicamente presenta una reaccion cruzada con E. chaffensis.
En rumiantes el agente causal es E. ruminantium, que es transmitida por garrapatas
Amblyomma, se ha descrito en Sudafrica la existencia tanto de perros sanos
portadores de la bacteria, como de animales enfermos con ehrlichiosis causada por

esta especie (Behrman et al., 2004; Lorente et al., 2004).



Anaplasma platys es el agente causal de la trombocitopenia ciclica infecciosa
y se distingue de otras especies de Anaplasma por su capacidad de infectar plaquetas,
ademds se considera un parasito estricto del perro que produce de fiebre y
trombocitopenia, con una duracion de 3 o 4 dias, cada 7 a 21 dias. Anaplasma
phagocytophilum infecta sobre todo segmentados neutrofilos, algo menos
segmentados eosindfilos y a los mononucleares. (Kujman et al., 2005; Wikipedia,

2008).

Los patdgenos pertenecientes al género Neorickettsia se caracterizan porque
su transmision no se produce a través de una garrapata vector, sino a través de
trematodos o nematodos que infestan caracoles, peces o insectos, de tal manera que la
transmision a vertebrados superiores se produce por ingestion de éstos. La
transmision de Neorickettsia sennetsu esta ligada al consumo de pescado crudo
infestado por cercarias de trematodos. Esta especie se encuentra filogenéticamente
relacionada con Neorickettsia risticii, causante de la fiebre equina del Potomac y de
algunas infecciones naturales en perros, denominandose la enfermedad en estos
ehrlichiosis canina atipica. Neorickettsia helminthoeca produce la denominada
intoxicacion o enfermedad por salmodn, es una afeccion rickettsial que afecta a perros
y zorros, siendo transmitida mediante un trematodo que actia de vector,
constituyéndose el salmoén so6lo como un huésped intermediario (Larenas et al., 1998;

Lorente et al., 2004).

Entre las especies patdogenas para el humano se ha podido constatar la
infeccion con al menos, cinco especies diferentes de Ehrlichia: N. sennetsu que fue
el primer agente Ehrlichial en humanos y caus6 un sindrome llamado fiebre de
Sennetsu, E. canis que infecta a los linfocitos y monocitos, E. chaffeensis agente
causal de la ehrlichiosis monocitica humana que infecta predominante células
monociticas y E. ewingii junto a A. phagocytophilum que son especies responsables

de la ehrlichiosis granulocitica humana. Ciertas condiciones en el hombre como la



edad, estado de nutricion, trastornos relacionados con enfermedades malignas y/o
infecciosas, alteraciones metabolicas, trastornos laborales, psiquicos o estrés, que
ocasionan un déficit de la inmunocompetencia, hacen al hospedero mas vulnerable a
las infecciones, entre ellas la ehrlichiosis humana (Lorente et al., 2004; Tami y Tami,

2004).

Hay varias especies de Ehrlichia (E.equi, E.ewingii, E.phagocytophila) que,
en lugar de infectar linfocitos y monocitos caninos como lo hace E. canis y E.
chaffeensis, infectan los leucocitos granulociticos, es decir, neutrofilos, eosinofilos y
basofilos. En cambio los monocitos y macrofagos se infectan por el grupo de N.
helminthoeca, a diferencia de N. risticii que infecta ademas células epiteliales
intestinales y mastocitos. La especie A. platys es la unica que infecta plaquetas

(Sainz, 2007; Leon et al., 2009).

Las manifestaciones clinicas de la enfermedad son dificiles de delimitar ya
que hay considerables variaciones en el tipo, duracion y severidad de la patologia en
el animal. La enfermedad presenta tres fases; fase aguda, subclinica y cronica. |La
fase aguda se inicia tras un periodo de incubacion de 8 a 20 dias y dura de 2 a 4
semanas, se caracteriza por alteraciones hematoldgicas, pérdida de peso, anorexia,
fiebre, hemorragias y disnea. Luego la fase subclinica puede durar de meses a afios, el
animal recupera el peso perdido y disipa la fiebre, para dar lugar a la fase cronica que
puede manifestarse como una enfermedad leve con alteraciones hematoldgicas y de
peso irrelevantes o por el contrario, se pueden generar cuadros con trombocitopenia,
palidez, petequias, hemorragias, nefropatia, edemas, disnea, hepatoesplenomegalia,
signos oculares, alteraciones neuromusculares, cojeras y dolor articular (Simon,

2009).



La alteraciéon mas tipicamente detectada en perros con ehrlichiosis es la
trombocitopenia que aparece a los 15-20 dias post-infeccion y puede persistir durante
todas las fases de la enfermedad. Sin embargo, se han descrito casos de ehrlichiosis
sin trombocitopenias, también podemos encontrar anemia y con menos frecuencia,
leucopenia. Aunque la ehrlichiosis canina se denomind en el pasado pancitopenia
tropical canina, tan solo el 15% de los perros enfermos presentan un descenso en el

recuento de las tres lineas celulares sanguineas (Lorente et al., 2004).

El recuento de leucocitos en sangre es variable, encontrando inicialmente una
ligera leucopenia debida al secuestro de leucocitos motivado por procesos
inmunolégicos e inflamatorios. Esta leucopenia puede transformarse posteriormente
en leucocitosis. Se ha descrito una inversion de la formula leucocitaria en perros con
ehrlichiosis, con presentacion de una neutropenia y una linfocitosis relativa. En
relacion con la bioquimica sanguinea, es habitual encontrar hiperproteinemia con
hipoalbuminemia, hiperglobulinemia e hipergammaglobulinemia, aumentos en la
urea y la creatinina por encima de los valores fisiologicos de referencia. En el

uroanalisis, las dos alteraciones mas frecuentes son proteinuria y hematuria (Lorente

etal., 2004).

La trombocitopenia que se observa en los animales infectados se debe a un
secuestro por parte del bazo, destruccion por accidon inmune y disminucion de la
produccion de plaquetas. La anemia que se observa en algunos casos, mas
frecuentemente en los cronicos (normocitica, normocromica no regenerativa) se debe
a que la médula 6sea se hace grasosa e hipocelular donde podemos conseguirnos con
una anemia apldsica por una supresion en la produccion y una mayor destruccion de
eritrocitos, ademds de valores reducidos de leucocitos y plaquetas generandose una
pancitopenia con hipoplasia medular. En médula 6sea las células que se observan en

su mayoria son linfocitos y plasmocitos (Lopez et al., 2003; Arraga, 2007).



La hematologia constituye una herramienta de gran utilidad para el
diagnoéstico de la ehrlichiosis, debido a que la bacteria y las alteraciones mas
importantes de la enfermedad se evidencian a nivel sanguineo. El cuerpo elemental,
debido a su diminuto tamafio, es dificil de visualizar, no asi la forma madura o
morula, que por su tamaio es facilmente identificada con el microscopio optico. La
observacion de las morulas, si bien indica infeccion, no identifica el tipo de agente
ehrlichial responsable de la misma. Las morulas también pueden detectarse a partir de
cultivos celulares a partir de sangre de perros infectados. Sin embargo, esta técnica no
tiene utilidad clinica porque pueden pasar hasta ocho semanas en obtenerse cultivos
positivos y no siempre se consigue el aislamiento (Tami y Jordan, 2002; Hoyos et al.,

2007).

En la actualidad se han disefiado pruebas serologicas rapidas para la
deteccion de anticuerpos de diversos microorganismos rickettsiales como la reaccion
en cadena de la polimerasa anidada (PCR), también existen en el mercado algunos
test comerciales de diagndstico de ehrlichiosis basados en la técnica de ELISA.
Aunque no son técnicas habitualmente accesibles para el clinico, tanto el Western-
blot como la PCR, empleados en laboratorios especializados, son bastante Utiles en
casos dudosos y a la hora de distinguir infecciones por diferentes especies de

Ehrlichia (Hoyos, 2007; Sainz et al., 2007).

El agente etiologico de la erlichiosis monocitica canina es Ehrlichia canis, fue
identificada por primera vez en Argelia en 1935 en el Instituto Pasteur por Donatien y
Lestoquard, afnos después la enfermedad cobré mucha importancia durante la Guerra
de Vietnam (1959- 1975) causando la muerte de cientos de perros militares,
mientras que en Japon fue descubierto el primer agente Ehrlichial en humanos por
Misao et al. en 1955 llamado E. sennetsu, en Estados Unidos en 1978 se diagnosticod

por primera vez el agente causal de la trombocitopenia ciclica infecciosa Anaplasma



platys, desde entonces se ha descrito también en Venezuela, China, Taiwan, Japon,
Israel, Australia, Espafia, Grecia, Alemania, Italia y Francia (Kujman et al., 2005;

Zanfir y Duno, 2007).

Ehrlichia muris se aislo del bazo de un roedor salvaje en Japon en 1983.
Mientras que en 1987 en EE.UU, E. chaffeensis fue identificada como la causa de
la ehrlichiosis monocitica humana, al afo siguiente en 1988 se demostro que los
perros eran susceptibles a la infeccion experimental provocada por Neorickettsia
risticii. Por otra parte, en 1996, se demostr6 que E. chaffeensis causa signos de
enfermedad en los perros indistinguible de la infeccion provocada por E. canis y en
1999 se descubrid que E. ewingii, un patégeno reconocido como agente causal de
ehrlichiosis granulocitica en perros puede también causar infeccion en humanos con

inmunodepresion (Lorente et al., 2004; Anda et al., 2007).

Arraga (1992), informa el hallazgo de diversas ehrlichias caninas observadas
en el Estado Zulia, Venezuela, desde 1982 y demuestra el primer caso de ehrlichiosis
humana en una nifia de 17 meses de edad, en la que por serologia se le detecto E.
chaffeensis y otro organismo similar a E. platys de los perros. Tami et al. (1994),
publico un trabajo de investigacion sobre Ehrlichiosis en animales y humanos en
Venezuela, donde se analizaron 103 muestras de sangre tomadas a 50 perros
infestados por garrapatas, a 33 personas en contacto con esos perros infestados y a 20
personas sin contacto aparente con animales y concluyeron que el 32% de los perros
y el 45% de las personas en contacto con esos perros tenia Ehrlichia en las plaquetas
y también en algunos linfocitos y monocitos. En el ultimo grupo de control, se halld
0% de presencia de Ehrlichia. Luego en 1996 Arraga publica, Ehrlichiosis humana:
reporte del primer caso en Venezuela, en el que mediante el test de IFI detectaron

anticuerpos de E. chaffeensis (Tami, 2003; Arraga, 2006).
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También en 1996 se publicd en Venezuela Identification of Ehrlichia Specie
in Blood Smear, por Tami et al. que realizo el estudio en el cual se recolectaron
muestras provenientes de 92 perros enfermos de clinicas veterinarias, 100 perros
callejeros de Caracas, 33 humanos con picaduras previas por garrapatas, 14 personas
sin recordar haber sido picadas por garrapatas pero en contacto ocasional con caninos
y 20 personas sin haber tenido contacto con caninos. En este estudio los
investigadores hallaron organismos de algun tipo de Ehrlichia en el citoplasma de las
plaquetas en el 33% de los perros de las clinicas, en el 65% de los perros callejeros,
en el 45% de los humanos que reportaban picadura previa, en el 1% de los que no
recordaron haber sido picados y en el 0% de los que no habian tenido contacto con
perros; ademas, incluye un estudio de microscopia electronica en muestra de sangre
canina con chrlichiosis en fase aguda y se present6 la ultraestructura de la bacteria

trombocitotropica canina (Tami, 2003; Arraga, 2006).

Pérez et al. (1996), informo de una infeccion asintomatica por un agente
semejante a Ehrlichia canis en un hombre venezolano donde se aisla y realiza
caracterizacion antigénica y genética del agente al que se denomina Ehrlichia
Venezolana Humana. En 1997, Arraga et al. logra preparar un antigeno de A. platys
que resulta efectivo para demostrar perros afectados por trombocitopenia ciclica
canina, pero que no reaccion6 con el suero de humanos con organismos plaquetarios

(Pérez et al. 1996; Arraga, 2006).

Mas tarde en 1998 Arraga et al. presenta en Canciin, México, un trabajo con
la identificacion, por Técnicas de microscopia electronica, de un organismo
parasitante de las plaquetas en humanos similar pero no idéntico a A. platys. En el
2002, en un trabajo de investigacion publicado en Venezuela, se detecto la presencia
en sangre humana del ADN del microorganismo, diagnosticado morfoldégicamente
como Ehrlichia trombocitica, utilizando la prueba de reaccion en cadena de la

polimerasa (PCR), observandose una migracion electroforética igual a la de A. platys,
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conocido agente de ehrlichiosis trombocitica canina en el campo veterinario. Mas
adelante en el 2003 Tami publico el trabajo Ehrlichiosis humana: Ehrlichia
trombocitica en sangre periférica donde se revisaron 182 frotis sanguineos (periférica
y capa blanca) coloreados con Wright. Se identificaron moérulas intraplaquetarias de

Ehrlichia en 68 de los 182 sujetos estudiados (Tami, 2003; Arraga, 2006).

En el afio 2004 en Venezuela, se publicé un estudio cuyo objetivo fue
determinar la frecuencia de infeccion por bacterias del género Ehrlichia en una
poblacion de pacientes con infeccion por el virus de la inmunodeficiencia humana
(VIH). Para el estudio se reunieron muestras de sangre periférica de 87 pacientes con
seropositividad a VIH y se revisaron al microscopio Optico, frotis elaborados con
capa blanca sanguinea concentrada, tefiidos con colorante de Wright, como resultado
se identifico Ehrlichia trombocitica en 12 de los 87 sujetos del estudio, es decir, en
13,8%. Por medio del estudio, se sugirio la necesidad de tener en cuenta la
ehrliquiosis como posible diagndstico en la poblacion con infeccion por VIH (Tami y

Tami, 2004).

En el afio 2009 en el Estado Bolivar, se llevd a cabo un estudio de ehrlichiosis
en perros en un centro veterinario de la ciudad, para un total de 126 muestras, se
encontraron 64 muestras que presentaban infeccion por Ehrlichia spp., representando
una frecuencia de 50,79%. De un total de 3 pardmetros hematologicos evaluados solo
dos se encontraron alterados, la hemoglobina con una media de 9,25 g/dl en el
79,69% y la cuenta de plaquetas con una media de 73.781 células xmm® en el 87,50%
del total de las muestras. En los casos positivos de infeccion causada por Ehrlichia

spp. se observo leucopenia en solo 15,63% (Leon et al., 2009).

Dada la variedad de signos clinicos de la ehrlichiosis, el diagndstico
diferencial debe incluir numerosas patologias. Muchos de los signos clinicos y los

resultados de laboratorio, también pueden estar presentes en Leishmaniosis canina
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que en algunas areas geograficas es la enfermedad con la que mas frecuencia se
puede confundir, debido a la similitud de muchos de sus signos. Los perros con
Ehrlichiosis pueden tener otros agentes infecciosos asociados, se ha observado
infecciones simultaneas de E. canis con uno o mas de los siguientes agentes: A.
platys, Babesia canis, Hepatozoon canis, Bartonella vinsonii. Estas infecciones
mixtas pueden ser debido a que las garrapatas estén infectadas con todos ellos o a que
los perros hayan sido picados por diferentes garrapatas en diversas ocasiones (Lorente

et al., 2004; Arraga, 2007).

Los perros son vulnerables a los ataques de distintos tipos de ectoparasitos,
como las pulgas, garrapatas y flebotomos, ya que todos estos vectores transmiten
determinados patdégenos que pueden causar graves enfermedades a los perros y, si no
se diagnostican a tiempo y no se tratan de forma adecuada, pueden provocar la muerte
al animal. Las precauciones sencillas encaminadas a reducir el riesgo de exposicion a
la garrapata, que incluyen evitar las zonas infestadas con garrapatas, llevar ropas
adecuadas como barrera, usar repelentes para garrapatas y quitarse con prontitud y de
manera cuidadosa las garrapatas adheridas, disminuiran el riesgo de contraer la
enfermedad ya que en la actualidad no se dispone de vacunas (Guerrant et al., 2002;

Ventura, 2009).

La Ley del Ejercicio Bioanalisis, en su capitulo 1. del ejercicio del Bioanalisis.
Articulo 2° sefiala que el ejercicio de esta profesion consiste en el analisis de
muestras provenientes de seres humanos, realizados mediante métodos cientificos y
tecnologia propio del laboratorio clinico para suministrar datos al proceso de
diagnéstico de enfermedades, su prevencion y terapéutica. También en su parragrafo
primero establece que los profesionales legalmente autorizados por la presente Ley,
podran analizar, ademds, muestras provenientes de vegetales o animales. Basados en

esta Ley se realiz6 esta investigacion cuyo objetivo principal fue identificar morulas
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de Ehrlichia spp. en frotis de sangre periférica de caninos. Ciudad Bolivar, Estado

Bolivar.



JUSTIFICACION

Las bacterias que pertenecen al género de Ehrlichia spp. son microorganismos
intracelulares, de gran interés para el hombre porque varias de sus especies pueden
producirle infecciones y otras son agentes causales de enfermedades en caninos. Las
hemoparasitosis en caninos son una preocupacion de reciente data en Venezuela. Los
casos han crecido vertiginosamente a lo largo de pocos afios y se han tomado en
consideraciéon por su potencial zoondtico. El amplio cuadro de sintomas, que se
observd en los primeros casos diagnosticados, corroborado con la variedad de
resultados reflejados en la bibliografia, en cuanto a la eficacia terapéutica de distintos
protocolos empleados, dieron motivos para profundizar los conocimientos sobre estas

enfermedades (Garcia, 2005; Zanfir y Duno, 2007).

Las garrapatas se encuentran distribuidas mundialmente. Hasta hace poco,
cada una de las especies de Ehrlichia se considero localizada geograficamente y
capaz de infectar s6lo una especie animal o el hombre. Esta idea ha cambiado por la
existencia de la misma especie de Ehrlichia en latitudes muy diferentes del mundo y
capaces de infectar no s6lo a el hombre, sino también distintas especies de animales

(Sainz, 2002).

Una gran cantidad de la poblaciéon del Estado Bolivar especificamente Ciudad
Bolivar posee caninos como mascotas dentro de sus hogares por lo que existe un
aumento en la movilizacion de mascotas y la habilidad de las garrapatas de encontrar
nichos en nuevas condiciones climaticas resultado en una rapida extension de rangos
zoogeograficos por muchas especies de garrapatas. Esto ha hecho pensar que para
prevenir y alertar a la poblacioén del posible riesgo, es necesario el conocimiento los

casos de ehrlichiosis que se presentan en los animales. Por lo tanto se realizd esta

14
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investigacion cuyo objetivo principal fue identificar moérulas de ehrlichia spp. en

frotis de sangre periférica de caninos. Ciudad Bolivar, Estado Bolivar.



OBJETIVOS

Objetivo General

Identificar morulas de Ehrlichia spp. en frotis de sangre periférica de caninos

en Ciudad Bolivar. Edo Bolivar.

Objetivos Especificos

e Determinar la frecuencia de Ehrlichia spp. en muestras de caninos.

e Describir los valores de hemoglobina, leucocitos, recuento diferencial y

plaquetas de la poblacion a estudiar.

e Comparar datos hematoldgicos en animales sanos y animales con ehrlichiosis.

16



MATERIALES Y METODOS

Tipo de estudio

El esquema metodologico que se utilizd corresponde al de una investigacion

de campo, documental, no experimental con caracter descriptivo.

Descriptivo: Se estudiaron todos los pasos que se deben seguir en la identificacion
de Ehrlichia spp. en un frotis sanguineo tefiido con la técnica de Wright.
Documental: Se realiz6 la investigacion de documentos, revistas, etc.

De campo: La investigacion se desarrolld en el sitio de estudio establecido,
Laboratorio Clinico “Nuestra Sefiora de las Nieves” de Ciudad Bolivar. Estado
Bolivar.

No experimental: No se controlaron ni manipularon las variables, no se realizé una

comparacion con otra investigacion.

Universo

Estuvo conformado por todas las muestras de caninos que fueron recibidas
en el Laboratorio Clinico “Nuestra Sefiora de las Nieves” en Ciudad Bolivar. Estado

Bolivar. Enero — Mayo de 2009.

Muestra

Al tratarse de un universo finito la muestra esta representada por la totalidad

del universo. Las muestras se procesaron con las normas éticas establecidas.

16
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Materiales utilizados:

% Laminas portaobjetos.

¢ Laminas cubreobjetos

% Tubos con EDTA.

¢ Ficha de datos.

¢ Coloracion Wright

% Agua destilada.

¢ Bandejas de coloracion.

¢ Aceite de inmersion.

*» Microscopio Optico, marca Nikon.
% Gasas.

¢ Coulter T890

Método

Preparacion del sitio de puncion.

La sangre venosa es la muestra mas comun obtenida de los animales. Las
técnicas varian de una especie a otra, segin la localizacion de los vasos sanguineos
convenientes y el espesor, dureza y capa de la piel. Las muestras sanguineas fueron
tomadas por un médico veterinario quien las envié al laboratorio donde se les realizo

el diagnostico de hemoparasitos y hematologia completa.

El médico realiza asepsia y antisepsia del sitio de puncién que debe estar

limpio y libre de patdgenos, esto incluye recortar el pelo, lavarlo con jabon,
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detergente o solucion yodada en dos veces y después realiza una limpieza con
alcohol. El corte de pelo puede ser indeseable en animales de exhibicion por lo que es
necesario pedir el consentimiento del duefio, en caso que el corte no sea posible por
algun motivo la limpieza debe ser mas estricta. La asepsia debe realizarse en sentido
contrario al crecimiento del pelo del animal y en forma circular del centro hacia la
periferia. Después de la puncion el sitio debe dejarse seco, limpio y libre de sangre ya
que cualquier humedad o materia organica favorece las infecciones (Zapata y

Fajardo, 2008).

Es muy util el servicio de un ayudante experto en el manejo de animales. Las
venas cefalica y safena son usadas comtiinmente en el perro y algunas veces en el
gato. Con una mano el ayudante sujeta con suavidad la cabeza del animal y con la
otra rodea por detras, arriba del codo extendiéndolo un poco. Con el pulgar y los otros
dedos de esta mano se fija la piel floja para sujetar el vaso firmemente. El operador
inmoviliza el vaso con el pulgar e inserta la aguja (cal, 18, 22,25 o0 38 mm) arriba de
este punto. La sangre también se obtiene de la vena femoral, que es palpada en su
fosa, este procedimiento es probablemente mas largo y doloroso que la venipuncion

de rutina y se recomienda el uso de anestesia local (Zapata y Fajardo, 2008).

La cantidad de muestra obtenida a través de la puncion debe tenerse en cuenta
en las diferentes especies, es asi como para las especies mayores puede obtenerse por
puncidn sin causar trastornos hasta 15 ml de sangre y en pequeias especies la muestra
no se puede exceder de 10 ml. Se utilizaron 5 ml de sangre extraida con
anticoagulante Ethylenediamine tetraacetate (EDTA), se elaboraron frotis de sangre
periférica. Los frotis fijados y coloreados con Wright se montaron sobre portaobjetos.
El tiempo de accidon del colorante se ajustd cuidadosamente y se estandarizo, lo que
evitdo la sobrecoloracion de los elementos. Se busco el campo Util del frotis que
mostré6 una mejor distribucion y coloracion de los elementos. Las extensiones

sanguineas se revisaron meticulosamente con objetivo de inmersion, para
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familiarizarse inicialmente con lo que era normal y lo que era anormal. Cada paciente
tiene sus particularidades hematoldgicas que fueron reconocidas y analizadas (Tami,
2003; Zapata y Fajardo, 2008).

A cada una de las muestras sanguineas de caninos recibidas en el laboratorio
se les realizo la hematologia completa por medio del equipo semiautomatizado
Coulter T890 el cual utiliza un sistema de recuento por impedancia, radiofrecuencia y

tecnologia VCSn.

Extendido de sangre periférica.

Consiste en la extension de una gota de sangre sobre un portaobjeto
empleando el canto biselado de otro portaobjeto de igual dimension. Puede usarse
sangre entera anticoagulada con EDTA o sangre capilar de flujo libre. Si se emplea
EDTA, los frotis deben prepararse durante la primera hora siguiente a la recoleccion.
Es necesario mezclar bien la muestra antes de prepararlos. Para realizar el extendido
se requieren portaobjetos de vidrio limpios (simples o con un extremo esmerilado),

un lapiz marcador (Mufioz, 2005; Anénimo, 2008).

El procedimiento es el siguiente:

1. Colocar una pequefia gota (0.05 mL) de sangre bien mezclada del tubo con
anticoagulante, a 2 cm aproximadamente de uno de los extremos del portaobjetos.

2. Colocar el canto de otro portaobjetos esmerilado sobre la superficie del primer
portaobjeto (en la que se encuentra la gota de sangre) tomando un angulo de 45°.

3. Deslizar suavemente y a velocidad moderada el portaobjetos sobre el otro, en

sentido longitudinal, hasta que la gota de sangre quede bien extendida sobre la
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superficie del primer portaobjetos. El grosor del frotis sanguineo puede variar segin
sea el angulo que formen entre si ambos portaobjetos

4. El frotis debe secarse al aire libre antes de teiirlo. Se pueden abanicar en el aire
para que se sequen en menos tiempo.

5. Marcar el portaobjetos con un lapiz marcador. La identificacion debe ser en el

extremo grueso (o el esmerilado) del portaobjetos (Mufioz, 2005; Anoénimo, 2008).

Coloracion de frotis de sangre periférica.

Para examinar con detalle las células de un frotis de sangre, es necesario
tefiirlas. La tincion mas usual en el laboratorio de hematologia es la de tipo
Romanowsky. El uso de una tincién que combinaba una solucion policroma de azul
de metileno (oxidado) con eosina para tefiir la sangre se describié por primera vez por
Romanowsky y Malachowsky. Diez afios més tarde, Leishmann refind esta técnica;
combiné la eosina con el azul de metileno policromo, recuper6 el precipitado y lo
disolvid en alcohol metilico. Hoy en dia, las tinciones tipo Romanowsky se preparan

con esta técnica modificada (Anonimo, 2008).

Las tinciones de base de Romanowsky, como la técnica de Wright, Giemsa o
May-Griinwald, son soluciones alcoholicas con componentes acidos y basicos. Las
tinciones de este tipo se conocen como policromas porque pueden impartir muchos
colores y producir el efecto de Romanowsky. Este efecto imparte un color tipico a
ciertos componentes celulares y refleja la accion combinada de los pigmentos
contenidos en la tinciéon a un pH de 6.4 a 7.0. Los colores caracteristicos son purpura
en el nucleo celular, azul y rosa en el citoplasma y varios colores en granulos

especificos (Anénimo, 2008).
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Procedimiento para la coloracion:

1. Colocar la lamina seca e identificada adecuadamente en un soporte para coloracién
nivelado, con el lado del frotis hacia arriba.

2. Colocar colorante recién filtrado lentamente sobre el portaobjetos hasta que el
frotis quede todo cubierto. No agregar colorante en exceso. Dejandolo por espacio de
5 minutos, los tiempos de coloracion varian de un laboratorio a otro.

3. Al final del tiempo de coloracion, agregar el amortiguador en partes iguales sobre
el portaobjetos sin retirar el colorante. El amortiguador debe formar una burbuja
grande de forma convexa sobre la ldmina.

4. Mezclar el colorante y el amortiguador con suavidad. Una lamina bien mezclada
debe exhibir un brillo verde metélico en la superficie. El tiempo para esta etapa debe
varia entre 2 y 5 minutos.

5. Lavar el colorante y el amortiguador de la ldmina con un flujo suave de agua
corriente, levantar la lamina por los bordes y limpie el dorso del mismo para eliminar
cualquier pigmento.

6. Secar el extendido coloreado al aire libre (Mufioz, 2005; Anénimo, 2008).

Diagnostico morfologico

El diagnodstico morfoldgico se realizo mediante la revision de frotis
sanguineos (sangre periférica), coloreados con Wright, utilizando un microscopio

optico (Tami, 2002).

Formula leucocitaria

La formula leucocitaria tiene por objetivo determinar los porcentajes de las

distintas clases de leucocitos normales y anormales en la sangre. A partir de los
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porcentajes puede calcularse el nimero real de cada clase de leucocito por mm® de

sangre (Mufioz, 2005).

Se examinara la ldmina a pequefio aumento para comprobar si los elementos
celulares estdn bien distribuidos, si es favorable se examinard con el objetivo de
inmersion recorriendo la ldmina de arriba hacia abajo o de izquierda a derecha hasta
contar 100 leucocitos. Aqui no se incluyen los elementos inmaduros de sangre roja, a
medida que se va contando se va anotando el numero de cada una de las clases de
globulos blancos observados, luego se determinaran los porcentajes de cada uno de

ellos (Mufioz, 2005).

Valores hematoldgicos de referencia (Caninos).

Hemoglobina 12,0-18,0 (g/dl)

Plaquetas 200-500 (x 10°/pl)

Leucocitos 6,0-17,0 (x10°/ ul)

Segmentados neutrofilos  60-77 % (3000-11.500/ul)

Eosinoéfilos 2-10 % (100-1.250/ul)

Basofilos 0-1 % (0)

Linfocitos 12-30 % (1.000-4.800/pl)

Monocitos 3-10 % (150-1.350/ul) (Lopez, 2008).

Interpretacion de resultados:

Evaluacion Cualitativa: La identificacion de morulas de Ehrlichia spp
presentes en las muestras se determind mediante una evaluacion visual de los frotis de

sangre periférica, por medio de un microscopio dptico con objetivo de inmersion.
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Andlisis de los datos:

El tratamiento estadistico que se utilizd para el procesamiento de los datos
fueron medidas de tendencia central las que estdn representadas en tablas de
frecuencia absoluta (n) y porcentual (%). Para los parametros hematologicos, se
aplicé el coeficiente de correlacion de Pearson, que se utilizd para establecer la
relacion entre dos valores; no supone establecimiento de casualidad entre ellas, sino
el comportamiento de las puntuaciones obtenidas en dos variables estudiadas. Si la p
es igual o menor que 0.05 se dice que es estadisticamente significativa, lo que
significa que es poco probable que esta correlacion se dé por el azar, si la p es mayor
que este valor se dice que no es significativa pues ese resultado bien podria

observarse por el azar.



RESULTADOS

El estudio que se realizd estuvo representado por 504 muestras de caninos,
que se recibieron en el laboratorio para su procesamiento, las muestras sanguineas
fueron extraidas por un profesional de la medicina veterinaria por puncién venosa y
colocadas en tubos preparados comercialmente con anticoagulante EDTA. A cada
muestra se le realizo hematologia completa y frotis de sangre periférica tefiidos por
medio de la coloracion de Wright, para la observacion de las moérulas o cuerpos de
inclusion de Ehrlichia spp. en el citoplasma de linfocitos, monocitos y plaquetas en

un frotis sanguineo tefiido con la coloracion de Wright.

En la tabla 1 se presentan los resultados de la observacion de los frotis de
sangre periférica de la poblacion estudiada tefiidos por medio de la coloracion de
Wright, en la cual se observo que de las 504 muestras analizadas 51% (n=256) fueron
positivas para el diagndstico de ehrlichiosis por medio de la observacion de morulas
de Ehrlichia spp., mientras que el resto de las muestras estudiadas 49% (n= 248),

dieron resultados negativos.

En la tabla 2 se puede apreciar el promedio de los cuatro pardmetros
hematologicos evaluados en las muestras de caninos con diagndstico positivo o
negativo para ehrlichiosis. En cuanto a los valores de hemoglobina (gr/dl), las
muestras con diagnostico negativo para ehrlichiosis presentaron una media de
12,3gr/dl, mientras que en las muestras con diagndstico positivo para ehrlichiosis
10,4gr/dl. Con respecto a la cifra de leucocitos, las muestras con diagndstico
negativo para ehrlichiosis resultaron con una media de 15 x10*/uL, mientras que para
las muestras con diagnéstico positivo fue de 14,8 x10°/uL. En cuanto al niimero de

plaquetas, el valor para las muestras con diagndstico negativo para ehrlichiosis es de
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203.7 x10*/uL y las que presentan diagndstico positivo para ehrlichiosis tienen un

valor de 173,7x10°/uL.

Con relacion a la distribucion del recuento diferencial realizado a las
muestras de caninos con diagndstico positivo y negativo para ehrlichiosis, se observa
en la tabla 3 que los neutro6filos alcanzaron un 68 % en los casos positivos y un 73%
en los casos negativos, mientras que los linfocitos en los casos positivos obtuvieron
valores de 31% y 26% en los negativos, en los eosinofilos los casos positivos y

negativos obtuvieron un valor de 1% cada uno.

En la tabla 4 se puede apreciar la comparacion de los valores de hemoglobina
(gr/dl), evaluados en las muestras de caninos con diagnostico positivo y negativo para
ehrlichiosis. Los valores bajos de hemoglobina (gr/dl), en los caninos con
diagnodstico positivo para ehrlichiosis (n=134; 56%) presentaron una media de
8,6gr/dl. los valores normales de hemoglobina (n=118; 48%) una media de 14,3 gr/dl,
y los valores altos de hemoglobina (n=4; 22%) una media de 18,6 gr/dl. Mientras que
los caninos con diagnostico negativo con hemoglobina baja (n=105; 44%)
presentaron una media de 8,6gr/dl en los valores normales de hemoglobina (n=129;
52%) alcanzaron una media de 14,6 gr/dl y para la hemoglobina alta (n=14; 78%)

obtuvieron una media de 19,8 gr/dl.

En la tabla 5 se muestra la comparacion de los valores de leucocitos
(x10°*/uL), entre las muestras de caninos con ehrlichiosis y sanos. En la cual podemos
observar que los caninos con ehrlichiosis positivos, tienen un valor bajo de leucocitos
(n=16; 47%) presentando una media de 4 x10°/uL, en los que mostraron valores
normales de leucocitos (n=176; 53%) se observd una media de 11,6 gr/dl y en los
que tienen un valor leucocitos alto (n=64; 46%) una media de 26,4 x10°/uL.
Mientras que los valores bajos de leucocitos en los caninos sanos negativos(n=18;

53%) presentaron una media de 3,6 x10°/uL. los que tienen valores normales de
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leucocitos (n=155; 47%) presentan una media de 11,6 x10°/uL y los caninos con

valores altos de leucocitos (n=75; 54%) una media de 24,8 x10?/ pL.

En la tabla 6 se refleja una comparacién de los valores de plaquetas (x10°/uL),
entre las muestras de caninos con ehrlichiosis y sanos, en esta se observa que los
caninos con ehrlichiosis positivos, que presentaron un valor de plaquetas por debajo
de los rangos de referencia ( n=156; 54%) presentaron una media de 71,3 x10°/uL .
304,5 x10°/uL, los caninos con valores normales de plaquetas (n=90; 47%) y 593,5
x10°/uL, los caninos con un valor de plaquetas elevado ( n=10; 48%). Mientras que
los caninos sanos negativos con un valor de plaquetas bajas (n=135; 46%)
presentaron una media de 93,7 x10°/uL, los caninos con valores normales de
plaquetas (n=102; 53%) una media de 302,6 x10°/uL y los que poseen valores altos
de plaquetas (n=11; 52%) una media de 635,5 x10°/uL.



Tabla 1

Frecuencia de ehrlichiosis en muestras de caninos.

CE:f]li(ljiscrﬁiieosis " v
Positivos 256 51
Negativos 248 49
Total 504 100
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Tabla 2

Distribucion de valores de parametros hematologicos en muestras de caninos.

Parametros Casos de Ehrlichiosis
hematologicos
Negativos Positivos
Media Media
Hemoglobina (gr/dl) 12.3 10.4
Leucocitos (10°/uL) 15.0 14.8
Plaquetas (10*/uL) 203.7 173.7

(p< 0,05) Existen diferencias estadisticamente significativas.
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Tabla 3

Distribucion de la formula leucocitaria en frotis sanguineos de sangre periférica

de caninos.
Parametros Casos de Ehrlichiosis
hematologicos
negativos positivos
Media Media

Linfocitos (%) 26 31
Neutrofilos (%) 73 68
Eosinofilos (%) 1 1

(p> 0,05) No existen diferencias estadisticamente significativas.
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Tabla 4

Comparacion de valores de hemoglobina en muestras de caninos con ehrlichiosis

Yy sanos.

Casos de Valores de hemoglobina (g/dl)
Ehrlichiosis Bajo Normal Alto

<12 12-18 > 18

n % Media n % Media n % Media

Positivos 134 56 8,6 118 48 143 4 22 18,6
Negativos 105 44 8,6 129 52 14,6 14 78 19,8
Total 239 100 8.6 247 58 14,4 18 100 19,2

(p< 0,05) Existen diferencias estadisticamente significativas.
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Tabla 5

Comparacion de valores de leucocitos en muestras de caninos con ehrlichiosis y

sanos.
Casos de Valores de leucocitos (x10°/uL)
Ehrlichiosis Bajo Normal Alto
<6 6-17 > 17

n % Media n % Media n % Media
Positivos 16 47 4,0 176 53 11,6 64 46 26,4
Negativos 18 53 3,6 155 47 11,6 75 54 24,8
Total 34 100 3,8 331 100 11,6 139 100 25,6

(p< 0,05) Existen diferencias estadisticamente significativas.
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Tabla 6

Comparacion de valores de plaquetas en muestras de caninos con ehrlichiosis y

sanos.
Casos de Valores de plaquetas (x10%/pL)
Ehrlichiosis Bajo Normal Alto
< 200(x10%pL) 200-500(x10°/uL) > 500(x10%/pL)
n % Media n % Media n % Media
Positivos 156 54 713 90 47 304,5 10 48 593,5
Negativos 135 46 93,7 102 53 302,6 11 52 6355
Total 291 100 82,5 192 100 303.5 21 100 614,5

(p< 0,05) Existen diferencias estadisticamente significativas.
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DISCUSION

Las hemoparasitosis en caninos son una preocupacion de reciente data en
Venezuela. Los casos han crecido vertiginosamente a lo largo de pocos afios y se han
tomado en consideracion por su potencial zoondtico (Zanfir y Duno, 2007). La
ehrlichiosis es una infeccion bacteriana febril de tipo zoondtica descrita como una
enfermedad emergente en perros, fue reconocida recientemente en seres humanos y
afecta mayormente a personas relacionadas con animales portadores de garrapatas o
que viven en zonas donde estos se encuentran (Tami, 2004; Torello, 2003). En la
presente investigacion se establecié la frecuencia de morulas de Ehrlichia spp. en
frotis de sangre periférica de caninos, determinando la presencia de morulas en
extendidos sanguineos, ademds de determinacion de valores de hemoglobina,

leucocitos, plaquetas y el recuento diferencial.

Para este estudio donde se analizaron 504 muestras en total se encontr6 una
frecuencia de observacion de morulas en los frotis de sangre periférica de 256 casos
positivos para el diagnostico de ehrlichiosis, que representan el 51% de la poblacion
total de esta investigacion, al respecto Ledn et al. (2009), en su estudio realizado en el
Estado Bolivar, present6 una frecuencia de 50,79% de casos positivos y Zanfir et al.
(2007), en la ciudad de Caracas, determino una frecuencia de 55,97% siendo estos

valores similares a los obtenidos en este estudio.

En otras investigaciones realizadas, se demuestra que existen distintos
porcentajes cuando se refiere al estudio de la presencia de ehrlichiosis, tal es el caso
en los resultados de Unver et al. (2001), que consigui6 una frecuencia de 31%, Tami
et al. (1994), donde la frecuencia fue de 32% de perros infectados, Parrado et al.
(2003) que confirm6 34.6% de casos positivos, Tami et al. (1996), sefialo un 33% de

positividad en perros internados en clinicas y 65% en perros callejeros, de modo que
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se pudieron observar resultados diferentes pero no muy alejados a los de este estudio
51%, segtin lo sefialado por Arraga (2007), Waner y Harrus (2000), esta diferencia
puede deberse a que existen lugares donde se producen cambios climaticos durante el
aflo, por lo que la presencia activa de garrapatas se acorta, en cambio, en el tropico las
garrapatas estan activas durante todo el afio, siendo estas zonas endémicas para la
enfermedad. Asi mismo, Tami (2003) y leon et al. (2008), indican que se debe
considerar que el diagndstico y en consecuencia la prevalencia puede diferir
dependiendo de el método que se utiliza al estudiar las muestras, siendo la
visualizacién de morulas en frotis sanguineos coloreados con Wright el método mas
economico y confiable disponible en la mayoria de los laboratorios, sin embargo la
sensibilidad de este método depende de diversos factores asociados a los equipos, la

técnica y el personal profesional.

Segun Gonzalez et al. (1994), por medio del laboratorio se describe en la
primera semana trombocitopenia en el 85%, leucopenia en el 57% con predominio de
linfopenia y anemia en el 50% de casos, entre otras manifestaciones, por lo que es
importante resaltar que los valores de hemoglobina en este estudio mantuvieron un
promedio de 10,4gr/dl, en los perros portadores de Ehrlichia spp., caso contrario
ocurrid en los perros sanos donde la media fue de 12,3gr/dl, representando un valor
normal. El promedio de leucocitos se encontré dentro de los valores de referencia
establecidos y no hubo mayor relevancia, por su parte la trombocitopenia se hizo

evidente al presentar una media de 173.7 x 10°/uL.

En el recuento diferencial se encontré una media de 31% de linfocitos, 68%
de segmentados neutrofilos y 1% de segmentados eosindfilos en perros con
ehrlichiosis, estos resultados coinciden con el estudio de Ledn et al. (2008) donde se
sefala que obtuvo un recuento total dentro del rango normal con un predominio de
neutrofilos y valores de linfocitos de 29%, neutréfilos 67%, monocitos 2% y

eosinéfilos 2%. Sin embargo, Parrado et al. (2003) expresa que estos resultados no
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pueden considerarse como estandar para el diagnodstico, debido a la variacion que
ocurre durante el transcurso de la enfermedad, en el recuento diferencial no se

encontraron diferencias estadisticamente significativas (p>0,05).

Entre los resultados de los parametros hematologicos, se observaron 134 casos
de anemia que corresponde a un 56%, de perros infectados por Ehrlichia spp. Se
observaron diferencias estadisticamente significativas (p<0,05) datos que concuerdan
con otros estudios (Gonzalez et al., 1994; Sainz et al., 2002; Leon et al., 2009).
Estas cifras indican
que aun cuando se conoce que los valores de la serie roja, de forma general,
descienden durante fases tardias de la enfermedad, la disminucion de estos valores,
aun en la fase aguda, se explica como resultado de una disminucién en la produccion

de células de la serie roja (Ledn et al., 2008).

Con relacion a la leucopenia, esta se presento en el 47% de los perros con
ehrlichiosis, esta frecuencia es variable en diversos estudios realizados a nivel
nacional e internacional, al respecto Arraga (1992), en su estudio realizado en
Venezuela, present6 una frecuencia de 37,83%, cercana a la de Parrado et al. (2003),
en Colombia, con un 28,57% de frecuencia de leucocitopenia. Sin embargo, en los
resultados de la investigacion de Ledn et al. (2009), realizados en la misma region de
este estudio se presento 15,63% de frecuencia. Para este pardmetro se encontraron
diferencias estadisticamente significativas (p<0.05) discrepando de los resultados

obtenidos por Leodn et al. (2009).

Los parametros hematoldgicos mostraron como indicador mas significativo
una clara disminucion de las plaquetas, constituyendo el desorden hematoldgico mas
comun. Los resultados del estudio muestran que el 54% de los perros con ehrlichiosis

presentan trombocitopenia haciendo obvia la presencia de esta alteracion. Segun lo
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planteado por Waner (2000), en el analisis clinico, la trombocitopenia, es el hallazgo
mas comun y consistente de la ehrlichiosis canina. Asi mismo, lo demuestran Parrado
et al. (2003) con 89.28% y Arraga (1992) con 81% de frecuencia de trombocitopenia
en perros con chrlichiosis, con respecto a las plaquetas se observaron diferencias
estadisticamente significativas (p<0,05) datos que concuerdan con las investigaciones

de estos autores mencionados.



CONCLUSIONES

Una vez finalizado el estudio se llego a las siguientes conclusiones:

% Se determiné una frecuencia de infeccion por Ehrlichia spp. de 51% por lo que
la ehrlichiosis se considera frecuente en la poblacion estudiada.

+ La hemoglobina y las plaquetas fueron los parametros hematolégicos que
presentaron mds alteraciones, produciendo anemia y trombocitopénia en la

poblacion estudiada.

¢ El recuento diferencial de los perros que presentan infeccion por Ehrlichia
Spp. no presenta variaciones significativas con relacion a los perros sanos (sin

ehrlichiosis).
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RECOMENDACIONES

Elaborar programas nacionales e internacionales de prevencion y manejo de
perros portadores de garrapatas que incluyan elementos de vigilancia, difusion
de informacién, orientacidon, concienciacion y deteccion de la enfermedad;
para el manejo de animales ademas del cuidado de las personas que se

encuentran en torno a ellos y asi la reducir la morbi-mortalidad.

Ensefiar a la poblacion en general a tomar en cuenta las precauciones sencillas
encaminadas a reducir el riesgo de exposicion a la garrapata, que incluyen
evitar las zonas infestadas con garrapatas, llevar ropas adecuadas como
barrera, usar repelentes para garrapatas y quitarse con prontitud y de manera
cuidadosa las garrapatas adheridas, disminuirdn el riesgo de contraer la

enfermedad.

Educar a los duefios de animales a dar importancia y brindar auxilio médico
ante cualquier eventualidad que presente el animal, sobre todo en lo

relacionado a las infecciones causadas por ectoparasitos.
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Apéndice A

e Boleta de datos:

Identificacion del espécimen

PARAMETROS | RESULTADOS | OBSERVACIONES

Hemoglobina
Hematocrito
Leucocitos
Plaquetas

FORMULA RESULTADOS OBSERVACIONES
LEUCOCITARIA

Neutrdéfilos (%)
Linfocitos (%)
Eosindfilos (%)
Monaocitos (%)
Basofilos  (%0)

| POSITIVO | NEGATIVO

Ehrlichia spp. | |
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Resumen (abstract):

La ehrlichiosis es una enfermedad producida por bacterias del género Ehrlichia, son microorganismos
Gram negativos, intracelulares obligados y pleomorficos, que parasitan leucocitos circulantes de
animales y humanos. Es transmitida por garrapatas que al picar, introducen la bacteria que invade
leucocitos y plaquetas, donde se multiplica originando una moérula, visible al microscopio optico. El
objeto del trabajo es la identificacion del microorganismo mediante frotis de sangre periférica. Se
estudiaron 504 muestras de sangre de caninos que fueron enviadas al Laboratorio Clinico “Nuestra
Senora de Las Nieves”, de Ciudad Bolivar, Estado Bolivar. A todas las muestras recolectadas se les
realizd hematologia completa y diagndstico de hemoparasitos, mediante revision minuciosa del frotis,
coloreado con Wright. Se identificaron, por frotis, morulas en 259 muestras de las 504 estudiadas, con
una prevalencia de 51%. Las variables hematoldgicas con alteraciones estadisticamente significativas
(p<0,05), fueron la hemoglobina 56%, los leucocitos 46% y las plaquetas 54% en los casos positivos.
En conclusion, se determind una elevada prevalencia de infeccion por Ehrlichia spp., en las muestras de

perros estudiados.
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