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RESUMEN

En este trabajo se encontrara a una sistematizacion de literatura especializada en la cual se
desarrolla una compilacion de literatura orientada al diagnostico de laboratorio de la
Ehrlichiosis canina como aporte al quehacer bacteriolégico, es un documento de apoyo para
la consulta rapida y precisa del diagnostico oportuno de la enfermedad. Esto segun su
potencial zoonotico y riesgo para la salud pablica por afectar tanto a animales como a
personas, de acuerdo con los hallazgos clinicos, hematoldgicos y seroldgicos, propios de la
enfermedad y de cada una de sus fases de desarrollo.

El documento se puede considerar como un estado del arte que permite evidenciar las
caracteristicas de la enfermedad como reemergente, dado que por sus peculiaridades ha
logrado movilizarse hasta areas no endémicas y con esto, ha aumentado su probabilidad de
contagio. Lo anterior proyecta en los profesionales en Bacteriologia la necesidad de indagar
y aprender mas sobre los métodos diagndsticos, ya que estos actualmente no son lo
suficientemente sensibles y especificos, por lo que su diagnostico se puede confundir con

enfermedades similares.

Palabras clave: Ehrlichia canis, Zoonosis, Diagnostico clinico, Bacteriologia.
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ABSTRACT

In this work we will find a systematization of specialized literature in which a compilation
of literature oriented to the laboratory diagnosis of canine Ehrlichiosis is developed as a
contribution to the bacteriological task, it is a support document for the quick and accurate
consultation of the timely diagnosis of the illness. This according to its zoonotic potential
and risk to public health because it affects both animals and people, according to the
clinical, hematological and serological findings, typical of the disease and each of its stages

of development.

The document can be considered as a state of the art that allows to show the characteristics
of the disease as re-emerging, given that due to its peculiarities it has managed to mobilize
itself to non-endemic areas and with this, its probability of contagion has increased. The
foregoing projects on Bacteriology professionals the need to inquire and learn more about
diagnostic methods, since these are currently not sensitive and specific enough, so their
diagnosis can be confused with similar diseases.

Key words: Ehrlichia canis, Zoonosis, Clinical diagnosis, Bacteriology.
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INTRODUCCION

De acuerdo con Lépez y colaboradores (2012), los hemoparasitos que son transmitidos por
garrapatas se han convertido en un tema emergente de interés académico y cientifico a nivel
mundial, especialmente aquellas enfermedades que se relacionan con pequefios animales

domeésticos, por su contacto frecuente y constante con las personas alrededor del mundo (1).

La Ehrlichia canis, es una de las enfermedades infecciosas mas comunes entre caninos y
felinos, cuyos vectores incidentales van desde las condiciones medioambientales como el
climay la altitud (2). Sin embargo, la enfermedad se ha redistribuido a espacios geograficos
no endémicos. En ese sentido, se estipula como un tema de interés debido a su relevancia en
salud publica, lo que corresponde tanto a la medicina veterinaria, como la bacteriologia en el
eficaz diagnostico de la enfermedad. Ademéas de ser reportada como una enfermedad

zoonoGtica emergente.

La Ehrlichiosis canina es una enfermedad grave, e incluso fatal transmitida por garrapatas
del género Rhipicephalus sanguineus, cuyo agente etioldgico es la Ehrlichia canis, en
adelante E. cani, que corresponde a una bacteria Gram negativa intracelular del orden
Rickettsiales (2). Desde su descubrimiento, se han establecido gran cantidad de especies de
esta bacteria en animales domésticos, con prevalencia en areas tropicales y subtropicales y
caracterizada por presentar tres fases durante el desarrollo de la enfermedad: aguda,
subclinica y cronica (2).

Dadas las cosas, se establece como de vital importancia la identificacién de los criterios
diferenciales de la enfermedad, evidenciado en el marco conceptual y abordado
especificamente en el capitulo | del presente trabajo, y con esto, de procesos clinicos
diagnosticos que posibiliten la atencion oportuna, pues se ha determinado que muchos
animales domeésticos pueden presentar signos clinicos compatibles con la E. canis, pero estos
no son patognomonicos y que pueden confundirse con los manifestados por otras
enfermedades hemoparasitarias como Babesiosis, Distemper, Hepatitis Infecciosa y otras, lo
que abre una gama de posibilidades en el diagnostico definitivo de la enfermedad, para lo

que son precisos estudios clinicos especificos como prueba de Elisa, de inmunofluorescencia
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y otras, que hacen un poco mas efectivo y rapido el diagnostico y manejo de la enfermedad,
de las que se hablara a lo largo de este trabajo, especificamente en el capitulo Il. Seguido a
esto, se establecen algunos de los avances y nuevas investigaciones que se realizan en el

diagndstico de la enfermedad, esbozado en el capitulo 1V.

Todo esto, aunado a la necesidad de que los profesionales en bacteriologia necesitan mejorar
sus conocimientos y actualizarlos en pruebas diagndsticas, por ejemplo que den respuesta
rapida al diagnostico de la enfermedad y asi propender por el cuidado de la salud y bienestar
del animal, lo que permite reconocer factores de riesgo del animal o el entorno (3), atendiendo
a las estipulaciones dadas por el Ministerio de Salud sobre el quehacer de los profesionales
en salud, entre los que se estipulan una serie de caracteristicas propias de los bacteriélogos,
en los que se estipula, especialmente, estar a la vanguardia de avances tecnoldgicos,
globalizacion, necesidades del entorno y que va mas alla de un conocimiento especifico, por
lo que el rol de los bacterilogos en los laboratorios se hace tan importante en términos de
diagndstico en salud humana o animal y otros campos disciplinares, entendiendo que de esta
forma la prevencion de las enfermedades es mucho mas agil y certera, asi como el diagnostico
de patologias, el seguimiento y control de las mismas (4).

En el capitulo V, se abordan la enfermedad en su aspecto zoon6tico y se establecen algunos
factores de su re-distribucion geografica, motivos principales para que esta se considere hoy

como una amenaza a la salud publica.

De acuerdo con lo antes descrito, este documento de sistematizacion de literatura compila
material que ofrece informacion clinica actualizada para estudiantes y profesionales de
bacteriologia que puede ser consultado sobre la génesis e identificacion de los vectores
propios de la enfermedad, su fisiopatologia, pero especialmente, un abordaje sobre los
procesos diagnosticos de laboratorio propios para la enfermedad. Aun cuando se ha realizado
investigacién continda de la enfermedad desde distintos abordajes clinicos, este documento
presenta una sintesis de otros documentos de interés bacterioldégico con informacion
relevante aplicable al quehacer profesional, que enfatiza en los procesos diagndsticos de la

enfermedad como un medio el diagnostico eficaz de la E. canis.
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Esta revision aporta, ademas, informacion de interés global sobre la enfermedad, pues no es
un tema que le compete solo a profesionales en bacteriologia y otros campos de la salud, sino
también a distintas areas del conocimiento y/o publico en general, por establecerse como un
problema de salud publica por su incidencia en la salud de humanos y animales, asi como las
causas de su redistribucion a ecosistemas donde anteriormente esta no se evidenciaba de

manera natural (5).

Entre las situaciones globales esta el calentamiento global, que altera de forma evolutiva los
ecosistemas, sin apenas percibirlo. Tal como lo expone Barcat (6) son los aumentos de
temperaturas, los cambios en temporadas de lluvias, las precipitaciones y las crecientes areas
inundadas, los factores que favorecen la multiplicacion de los insectos, lo que conlleva a una
distribucion atipica de los vectores, lo que conduce asi, a la existencia de este tipo de
enfermedades en zonas templadas y célidas en el tropico alto y por Idgicas razones, en el
creciente aumento de las enfermedades emergentes cuyos agentes etiologicos son
transmitidos por medio de las garrapatas e insectos hematdfagos (5).

A esto, pueden sumarsele factores como migracion de personas, intercambios comerciales,
expansion de territorios habitados, destruccion de habitats naturales y cambios paisajisticos,
mayor resistencia a los antiparasitarios, ampliacion de las fronteras comerciales, agricolas,

humanas y disminucion de la productividad de la tierra en paises en desarrollo (7).

En este sentido, se cumple el objetivo central de este trabajo que busca desarrollar un texto
académico que oriente el proceso diagnostico de laboratorio de la E. canis en el quehacer de
profesionales en bacteriologia, a través del establecimiento de unos objetivos especificos
que se desarrollaron a lo largo del texto, para conceptuar sobre la enfermedad, identificar
criterios diferenciales sintomatoldgicos y asi que permitan mejorar el proceso diagndstico y
por ultimo, enunciar cuales eran los procesos diagnosticos de la misma, lo que permite
llegar a conclusiones generales de la enfermedad, pero, especialmente, conclusiones
relacionadas al diagndstico oportuno de la enfermedad, sus formas y hallazgos, lo que
puede en este momento inferir que la prueba de Inmunofluorescencia Indirecta y la PCR

son las pruebas reinas en el proceso de diagnosis de la enfermedad.
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1. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Las enfermedades hemoparasitarias diariamente afectan a muchos animales, especialmente
a pequefios animales. Estas son producidas por condiciones que desarrollan distintos vectores
que posibilitan la existencia del hemoparasito, el cual esta encargado de transmitir la
enfermedad. Los organismos parasitarios originados por diversos factores etioldgicos,
representados comdnmente por bacterias como Rickettsias, Espiroquetas y Nematodos
pueden habitar los glébulos rojos u otras células sanguineas lo que afecta a los pequefios
animales como caninos y felinos y su transmision se da a travées de vectores artropodos como
garrapatas, pulgas, mosquitos y otros, que puede incluso, a afectar a los humanos debido a

su potencial zoonético.

Histéricamente esta enfermedad, de caracter infecciosa y endémica de regiones tropicales y
subtropicales, ha logrado migrar a ecosistemas donde anteriormente no se encontraba debido
al cambio climatico y a la capacidad de adaptacion y evolucion de algunos artrépodos. En
este momento, la E. canis surge, incluso, en climas templados y frios, areas no endémicas de
la enfermedad, entendiendo el aumento de las enfermedades emergentes transmitidas por
garrapatas y otros insectos hematdfagos (5). No solo factores climaticos afectan y posibilitan
esta redistribucién de vectores, sino también factores globales como migracion de personas,
comercio internacional, destruccion de habitats animales, desarrollo de resistencia a los
antiparasitarios, ampliacion de las fronteras agricolas, entre otros (6).

Comunmente, se presentan coinfecciones con otros patdgenos transmitidos por garrapatas,
lo que complica la patogénesis, es decir, el origen y evolucion de dicha enfermedad y los
factores que a ella estan asociados, lo que modifica de esta manera sus manifestaciones

clinicas y complica el diagndstico y por ende, el tratamiento de esta.

Esta enfermedad constituye un problema en medicina veterinaria, pero también se establece
como potencialmente zoonGtica y de gran relevancia para la salud humana, pues los casos
reportados de personas infectadas con la enfermedad son cada vez mas, entendiendo el
contexto cercano entre animales domesticos y humanos, por ello, el estudio de la enfermedad

no tiene relevancia Unicamente en la medicina veterinaria, sino también en la salud publica,
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pues los procesos de redistribucion de los vectores son cada vez mas rapidos, asi como su

acoplamiento a nuevas zonas geogréficas, la facilidad de contagio y otros factores asociados

().

En esta medida, el rol de los profesionales en Bacteriologia cobra especial importancia en el
diagnostico oportuno, entendiéndolo como un medio para reducir y frenar los indices de
contagio y también las complicaciones en pacientes contagiados, sin embargo, existe una
problematica entorno a los procesos diagnosticos de la E. canis puesto que los signos clinicos
son confundidos con otras patologias como Babesiosis, Leptospirosis, Anaplasmosis,
Enfermedad de las montafias rocosas y otras (5), abriendo el espectro lo que dificulta el
diagnostico de la enfermedad y a su vez, impidiendo que se frenen los contagios y se atiendan
oportunamente a los pacientes, lo que hace que esta enfermedad sea de alto riesgo de contagio
y dificil diagndstico.

Dado todo lo anterior, este trabajo atiende a la necesidad de brindar luces desde la préactica
bacterioldgica en el diagnostico de la enfermedad y atencion oportuna, asi intervenir con un
equipo en salud para evitar que su distribucién no se prolongue y extienda con tanta rapidez.
Adicionalmente se pretende establecer un conocimiento mayor sobre sintomatologia,
métodos diagnosticos y en este caso, se establecera a través del estudio de referente expertos
en literatura sobre: cuadros hematicos, frotis sanguineos y otras pruebas de laboratorio clinico
atendiendo a la pregunta problema ;Como realizar un diagndstico oportuno y preciso de la

E. canis en el quehacer bacteriologico?

Por otro lado, este trabajo busca atender de alguna manera a la necesidad de educacion en
temas veterinarios, como un intento de hacer un llamado de atencion a universidades y
centros académicos para que le den mayor trascendencia al enfoque clinico veterinario,
entendiendo que en téerminos de diagnostico, la rapidez permite que se hagan los respectivos
tratamientos, asi evitar la propagacion de la enfermedad y empeoramiento de los pacientes
diagnosticados con la misma. Asi pues, el profesional en bacteriologia encontrard en este
trabajo una sintesis que le permitan condensar informacion sobre la enfermedad como un
medio para fortalecer sus conocimientos al apoyar con su ejercicio profesional en un

diagndstico de E. canis.

16



2. JUSTIFICACION

Con esta revision sistematica de literatura especializada se pretende generar un documento
de enfoque clinico, actualizado y de interés para profesionales en Bacteriologia, en el que se

evidencia informacién relevante sobre las caracteristicas propias de la enfermedad, su
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patogénesis, agentes etioldgicos, vectores, epidemiologia t otras caracteristicas propias de la
enfermedad; pretende ademas, evidenciar su posible diagndstico a través de estudios de
laboratorio como el cuadro hematico, frotis sanguineo, la bioquimica sanguinea, la
microscopia directa, la Inmunofluorescencia indirecta, la reaccion de cadena de polimerasa
y la prueba de ELISA, asi como sus manifestaciones clinicas, entendiendo que la E. canis es
una enfermedad bastante estudiada a nivel global de manera aislada y el enfoque en gran

medida esta dirigido a médicos veterinarios.

Una de las intencionalidades de este trabajo es aportar con un estado del arte en la
compilacion de informacion relevante en un solo documento que permita analizar la
Ehrlichiosis desde un plano bacterioldgico, otorgandole relevancia a los procedimientos
diagnosticos de la enfermedad para actuar de forma oportuna sobre la afeccion y propagacion
de esta.

En este sentido, la idea de hablar de E. canis 0 mejor, la importancia de hacerlo, radica en la
complejidad de la enfermedad en términos de diagnostico oportuno y bien, en que esta se ha
convertido en una amenaza para la salud publica, dado su caracter zoon6tico y la estrecha
relacion entre pequefios animales, principales hospedadores del vector, y humanos, lo que
aumenta las probabilidades de contagio, asi como la redistribucién de las garrapatas a lugares

geograficos no endémicos.

De esta manera, la principal motivacion para hacer este trabajo es la generacion de un apoyo
a los profesionales en bacteriologia para el diagnostico oportuno de la enfermedad, desde los
métodos a utilizar, hasta los posibles hallazgos hematolégicos, serolégicos y/o moleculares
que permitan precisar la presencia de E. canis.

En este trabajo se pretende poner en discusion, ademas, la E. canis como un tema
interdisciplinario, es decir, no solo desde un campo profesional especifico, sino desde
enfoques que permitan comprender que la enfermedad corresponde a problematicas sociales,
como lo es el calentamiento global y su incidencia en la redistribucion de la misma, asi como
otros factores propios de la globalizacion y la apertura de fronteras sociales, econdmicas y

geograficas.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo General

Desarrollar una revision sistematica de literatura cientifica orientada al diagndstico de
laboratorio de la Ehrlichia canis.
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3.2 Objetivo Especificos

Conceptuar las cualidades de la enfermedad reemergente segun sus origenes, el
cambio climatico y otros factores de interés global.
Identificar los criterios diferenciales sintomatologicos.

Enunciar los procesos diagndsticos para la identificacion del agente etiolégico desde
el actuar bacterioldgico.

20



4. MARCO CONCEPTUAL

4.1 Ehrlichia Canina

La Ehrlichiosis Monocitica Canina —-EMC-, a la que también se ha nombrado como
Pancitopenia Tropical Canina, Tifus Canico, Fiebre hemorréagica y de otras formas (7), es
una enfermedad infecciosa inmunodepresora, de los caninos domésticos, silvestres, de
distribucion mundial, generalmente crénica (8), causada por bacterias Gram negativas
llamadas Rickettsiales intracelulares Ehrlichia Spp y Anaplasma Spp, con estructuras
pleomorficas, cocoides, elipsoidales de aproximadamente 0,5 mm de diametro que se ubican

dentro de los leucocitos y las plaquetas (9).

E. canis se transmite por la garrapata marrén del perro, Rhipicephalus sanguineus, la cual es
transestadial y no transovarica (10). Su reservorio es un mamifero y su vector se compone
por un artropodo —garrapata- para poder transmitirse, ademas, esta también puede ser
transmitida a través de transfusiones sanguineas de un mamifero infectado u otro susceptible
de contagio, e incluso, puede ser transmitida a través de fomites, entendiendo que su contagio

es mecanico y no bioldgico (11).

La infeccion dentro del mamifero se disemina via sanguinea o linfatica dentro de las células
mononucleares infectadas (12). Se establece que es endémica de areas determinadas y surge
especialmente en primavera y verano, cuando las condiciones climaticas son mas oportunas
para su aparicion y las garrapatas surgen de forma activa (10).

La E. canis fue identificada por primera vez en Argelia en 1935, pero solo fue hasta 1987 alli
fue objeto de estudio y andlisis cuando la Ehrlichia chaffeensis, un microorganismo con un
98,2% de homologia con E. canis, fue identificada como la causa y factor principal de la
Ehrlichiosis Monocitica Humana (10). Esta enfermedad fue reportada como una enfermedad

zoonGtica remergente, con maltiples casos alrededor del mundo.

21



Tabla 1: Taxonomia de la E. canis

Dominio Bacteria

Filo Proteobacteria
Clase Alphaproteobacteria
Orden Rickettsiales

Familia Anaplasmataceae
Género Ehrlichia

Especie Ehrlichia canis

Fuente: Adaptacion de NCBI Taxonomy, 2019.

4.1.1 Distribucion geografica
Los artrépodos —garrapatas- son portadores de agentes patdgenos que pueden transmitir
enfermedades tanto a humanos como a animales, y con mas de 893 especies alrededor del
mundo, se dividen en tres familias: Ixodidae (Con mas 58 especies a nivel mundial, entre las
que se cuenta R. Sanguineus el principal parasito de este grupo), Argasidae y Nuttalliellidae,

presentes en regiones zoogeograficas, y la Gltima, Gnicamente en Suréfrica (13).

La E. canis ha sido reportada en la mayoria de los paises del mundo (14). En Colombia, esta
enfermedad se ha reportado desde hace mas de 30 afios en regiones tropicales o subtropicales,
con presencia de garrapatas vectores como R.sanguineus y Amblyomma cajennense, que
afectan especificamente a pequefios mamiferos. Las R. sanguineus son garrapatas endémicas
de climas calidos como el sur de Estados Unidos, y se ha explicado, que el ingreso de estos
vectores a las Américas surgid a través de caninos infectados provenientes de Europa (15).

Sin embargo, se han determinado dos tipos de este vector, el primero denominado como
“Linaje de Sur”, correspondiente a especies de clima templado ubicadas geograficamente en
paises como Argentina, Uruguay y Chile, y, el segundo llamado “Linaje del Norte”,
correspondientes a especies tropicales endémicas de paises como Brasil, Paraguay,
Colombia, Sur de Africa, Mozambique y el norte de Argentina (16).

En Colombia, la presencia de la E. canis ha sido histéricamente registrada en altitudes entre

0y los 2600 metros sobre el nivel del mar —-msnm-. Sin embargo, actualmente hay registro
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de la garrapata transmisora en altitudes superiores a los 2.600 msnm, cuya distribucion atipica

se debe a factores como movilidad, migracion, cambio climético y otros.

En los ultimos afios se le ha dado especial reconocimiento y ha sido objeto de interés de
multiples estudios interdisciplinares por su impacto en la salud humana y animal (17). En la

actualidad se reconocen al menos 907 especies de distribucion mundial (18).

4.1.2 Agentes etioldgicos

Como ya se ha mencionado anteriormente, existen distintas especies de Ehrlichias que
afectan a pequefios mamiferos como E. canis, E. chaffeensis, E. ewingii, E. risticii
reclasificada como “Neoricketsia risticii ”, asociada a E. monocitica en equinos y Anaplasma
phagocytophilum (19) (20).

Se solia afirmar que las variaciones de Ehrlichia pertenecian a un hospedador especifico, es
decir, cada una de sus variaciones afectaba a un tipo de mamiferos, sin embargo, en la
actualidad, se ha comprobado que E. chaffeensis, E. 14 canis, E. equi, E. ewingii y E. platys,
pueden poseer hospedadores distintos que causan anormalidades clinico-patoldgicas en
perros, gatos y otros mamiferos (21).

Se estableci6 anteriormente que a esta enfermedad se le conoce por distintos nombres, y esto
se debe a que existen distintos aspectos de la enfermedad (22). Su agente etioldgico es la E.
canis, familia Anaplasmataceae, orden Rickettsiales y Philum prtoteobacteria. La E. canis,
es una bacteria cocoide Gram Negativa con comportamiento de parasito intracelular obligado
y que afecta puntualmente los leucocitos y conforma racimos de organismos, conocidos como

morulas (23).

La Ehrlichia ha sido clasificada por géneros: Ehrlichia, Anaplasma, Cowdria y Neorickettsia,
también organizados en cuatro grupos genéticos, tal como se evidencia en la Tabla 2.
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Tabla 2: Clasificacion por géneros de la Ehrlichia.

GRUPO1 GRUPO 2 GRUPO 3 GRUPO 4
Anaplasma marginate. E. canis. Neorickettsia La especie Wolbachia
Anaplasma centrate. E. chaffensis. Helminthoeca. pipientis serd el Unico
Anaplasma caudatum. E. ewingii. Ehrlichia risticii. miembro del género
Ehrlichis Phagocytiphila E. muris. Ehrlichia sennetsu (N. Wolbachia
(hoy Anaplasma Cowdria ruminantium risticii y N. sennetsu).
phagocytophilum). (Hoy Ehrlichia
Ehrlichia bovis ruminantium).
(Acutalmente Anaplasma
bovis).
Ehrlichia platys (Hoy
Anaplasma platys).

Fuente: Adaptacion de la tesis expuesta por Craig (23).

Como se observa en la tabla 2, la Ehrlichia tiene una gran cantidad de especies diferentes,
aisladas entre si, aunque algunas con caracteristicas similares. Enfoca el estudio etioldgico
en el tema central de este trabajo, en pequefios animales la enfermedad se ha descrito con las
especies E. canis, E. chaffeensis, E. ewingii, E. ruminantium, A. phagocytophylum, A. platys,
N. sennetsu y N. risticii, aungue vale la pena aclarar que a nivel mundial solo E. canis se ha

descrito como patdgeno (23).

Por otra parte, las infecciones ocasionadas por E. Canis, pueden llegar a coexistir con Babesia
canis y Hepatozoon canis, sugiriendo que la transmision de los organismos puede ser

simultanea por los vectores (24).

4.2 Epidemiologia

Con lo ya establecido y a sabiendas que en la enfermedad no se asumen factores de
predisposicion para que esta se presente, solo se establece como proporcional a la respuesta
inmune de los pacientes frente a la patogenia, esta si puede desarrollarse en distintas fases:
aguda, subclinica y cronica y sus signos clinicos puede ser variables y ocasionar confusion

para su diagndstico oportuno.

4.2.1 Fase aguda

Las células mononucleares infectadas transitan en los vasos pequefios o por los tejidos

endoteliales, lo que produce vasculitis, esta ocurre entre la segunda y tercera semana después
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de adquirir la infeccidn, con una duracion de 14 a 24 dias (25). Generalmente los sintomas
son inespecificos y transitorios como anorexia, petequias, lifadenopatia, secreciones
oculonasales, disnea, hepatomegalia, neumonitis y otros signos neuroldgicos asociados a la
meningoencefalitis (26). Hematologicamente, en esta fase se pueden observar sintomas como
trombocitopenia, anemia y leucopenia leve o0 moderada (27), con lo cual pueden llegar a

encontrarse leucocitosis con monocitosis y/o linfocitosis.

4.2.2 Fase subclinica

Esta fase puede tener una duracion de hasta 5 afios en perros con infeccion natural, unos
pueden llegar a eliminar el agente pero otros lo conservan dentro de las células sanguineas,
lo que produce la fase cronica de la enfermedad (28). Esta fase ocurre tras 6 0 9 semanas
del contagio y dura entre 1 y 4 meses y los sintomas son similares a la fase aguda con
algunas complicaciones y hematoldgicamente las alteraciones de la fase aguda permanecen,

especialmente la trombocitopenia y aumento de las plaquetas (9).

4.2.3 Fase cronica

Esta fase, puede llegar a ocasionar dafios en la médula 6sea de los hospedadores, afectar
gravemente la hematopoyesis y causar la muerte del animal infectado, en caso de no recibir
un tratamiento acorde y oportuno. Inicialmente es asintomatica, pero alrededor de 8 o 20
dias, los sintomas podrian ser fiebre, adenopatia generalizada, leucopenia, anemia moderada
y especialmente trombocitopenia. La trombocitopenia se sucede en episodios de 3-4 diasy a
intervalos de 7-21 dias (25), de ahi que a la enfermedad se le haya denominado
“Trombocitopenia ciclica infecciosa del perro”. El vector R. sanguineus, es el principal
asociado y factor de distribucion de la enfermedad a través de Asia, América, Africay Europa
(29). Y su distribucion se asocia al transporte de animales infectados a lugares no endémicos,

asi como a factores exdgenos que serdn mencionados méas adelante.

En este sentido, la epidemiologia de las Ehrlichias se diferencia entre ellas por el
hospedador que suelen invadir. Por su parte, la Ehrlichia monocitica canina (EMC) es una

enfermedad Rickettsial grave que afecta a los caninos y muy posiblemente en felinos en la
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mayor parte del mundo, especialmente en zonas tropicales y subtropicales, transmitida por

la garrapata Rhipicephalus Sanguineus sensu lato lo que causa enfermedad multisistémica

que se representa en anormalidades hematoldgicas y otros sintomas que atentan el bazo, el

higado y los ganglios linfaticos (30).

En la Tabla 3, se puede observar un resumen de cada fase de la enfermedad —aguda,

subclinica y crénica-, el nimero de semanas que tarda en manifestarse tras su contagio, la

duracidn de cada una de las fases y los signos clinicos evidentes en pacientes infectados

Tabla 3: Epidemiologia de la enfermedad en cada fase

FASE

EVIDENCIA TRAS
CONTAGIO

DURACION

SIGNOS CLINICOS

AGUDA

2 a 3 semanas tras el

contagio

14 a 24 dias

sintomas inespecificos
y transitorios

Anorexia

Petequias

Equimosis.
Linfadenopatia,
Secrecion oculonasal
Disnea
Hepatomegalia
Meningoencefalitis

SUBCLINICA

6 a 8 semanas tras su

contagio

De 1 a 4 meses e
incluso hasta 5

afos

Se agudizan los signos de la fase
aguda y se presentan ademas:

Fiebre
Adenopatia
generalizada
Leucopenia
Trombocitopenia

CRONICA

Es la ultima fase de la
enfermedad y surge tras
un empeoramiento en el

sistema del paciente

Puede durar
muchos afios (sin
precision adn) e
incluso llevar a la

muerte.

Se deteriora la produccion de
elementos sanguineos debido a
hipoplasia de la medula dsea.

Trombocitopenia.
Hemorragias
Linfadenopatias.
Esplenomegalia
Signos neurologicos
Anemia no
regenerativa
Debilidad, depresion y
petequias

Fuente: Adaptacion de la informacion recopilada en distintos autores: Duracién (25). Signos clinicos (9).
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La E. canis corresponde a un trastorno multisistémico, entre sus signos clinicos mas comunes
se presentan la depresion, letargia, anorexia, con o sin hemorragias. En caso de que se
presenten, se muestra en forma de petequias dérmicas o equimosis, aungue la epistaxis es de

las formas mas frecuentes de hemorragia (31).

Pueden existir otros signos clinicos evidentes —oculares y neuromusculares- que son
definidos segln la respuesta inmunitaria de cada paciente. Por otro lado, pueden llegar a
existir infecciones secundarias por protozoos, hongos o bacterias que pueden ser producidas

por multiples organismos patogénicos que se alojan en las garrapatas (31).

Otra de las variables es la Ehrlichiosis Granulocitica canina que surge de la E. ewingii y es
una de las especies mas frecuentes en caninos en América, clinicamente es una enfermedad
relevante para perros, pero se ha observado en venados de cola blanca como reservorios de
este agente y sus sintomas van desde infecciones crénicas representadas por la poliartritis, y
cambios hematologicos, de especial interés en este trabajo de recopilacién sistematica de
informacidn, que son leves e incluyen la trombocitopenia y anemia (31). Sin embargo, existe
gran preocupacion, pues esta especie se ha descubierto en perros, caballos e incluso en
humanos y se relaciona al factor genético, por lo que su interés como enfermedad zoonética,

ha aumentado (32).

Por su lado, la Ehrlichiosis y Anaplasmosis felina es causada por Ehrlichia spp. Y Anaplasma
spp., generalmente en felinos y sus sintomas se relacionan a la fiebre, el letargo y la anorexia,
a pesar de no ser una especie tan documentada y solo se ha diagnosticado a través de

microscopia y PCR (33).

Otra de las especies es la Ehrlichiosis monocitica humana —-EMH-, que puede ser moderada
o fatal, evidenciada en soldados, personas que cuidan mascotas o tienen una, o personal
expuesto a garrapatas infectadas, cuyos sintomas, que por cierto son inespecificos, aparecen
entre una a dos semanas después de su contagio y tiene una duracion de alrededor de un mes.
Otros signos pueden incluir mialgias difusas o severas, lifadenopatia, anorexia, pérdida de
peso, dolores abdominales, confusiones, vértigo, ataxia, coma, disnea, entre otros. Esta

enfermedad es mortal en un 2 a 3% de los casos; en un 10% afecta a nifios y es clinicamente
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diferente en adultos puesto que esta enfermedad deja secuelas cognitivas y neuroldgicas

significativas (34).

Por Gltimo, la Anaplasmosis granulocita humana —AGH- es transmitida por garrapatas

causada por Anaplasma phagocytophilum y es altamente estudiada, ya que su incidencia ha

aumentado en América, muy a pesar de considerarse como una enfermedad asintomatica y

por el poco avance clinico y de diagnostico de la enfermedad.

En tabla 4, se podran observar las distintas fases de la enfermedad, asi como sus signos

clinicos mas evidentes, pero especialmente y para interés de este trabajo, las pruebas

diagnosticas pertinentes y los hallazgos que se pueden encontrar en las distintas fases de la

enfermedad, asi posibilitar el diagndstico oportuno.

Tabla 4: pruebas diagnosticas y hallazgos en las distintas fases de la enfermedad

. PRUEBA
FASE SIGNOS CLINICOS j HALLAZGOS
DIAGNOSTICA
] . Anemia monocitica,
_ Fiebre, anorexia, _ leucopenia con
AGUDA Vomito y hemorragias tras1a4 | Microscopia, IFA 0 desviacion a
semanas del contagio. PCR. la izquierda y
Trombocitopenia.
Sangrado, debilidad, mucosas )
palidas, anorexia, tras 6 a 9 Anemia no
SUBCLINICA semanas del contagio. IFA, ELISA, PCR regenerativa,
' ' ' leucopenia 'y
Trombocitopenia.
Epistaxis y petequias tras meses
CRONICA o afios del contagio Meses o PCR 0 ELISA Pancitopenia.

incluso afos

Fuente: Elaboracién propia. Signos clinicos (9, 21). Pruebas diagnésticas (33). Hallazgos (34)
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5. Vectores

Las Ehrlichiosis son un grupo de enfermedades que son transmitidas por garrapatas que
amenazan a animales y humanos en todos los paises del mundo. Los agentes de estas, se
mantienen en ciclo enzoo6tico a través de garrapatas, cuyo reservorio principal son los
mamiferos, y a su vez, son los principales diseminadores de estos patdgenos puesto que la
transmision transovarica es ineficiente en las garrapatas, en consecuencia, la infeccién se
transmite de larvas a ninfas y de ninfas a adultos, pero no de las hembras a los huevos de
las nuevas generaciones. Estas, son ectoparasitos hematofagos obligados que se alimentan
de animales, y son consideradas el segundo vector mas importante en la transmision de

enfermedades infecciosas a humanos (35).

Después de gue el vector asciende al hospedero e inicia su proceso de alimentacidn tarda
por lo menos entre 4 a 6 horas para transmitir la bacteria de forma efectiva, sin embargo su
eficacia se establece entre las 22 a 24 horas siguientes (35).

El vector de transmisidn de E. canis es la garrapata Rhipicephalus sanguineus, y es
considerada como la garrapata de mayor distribucion a nivel mundial. Se cree que esta es
endémica de Africa y se establece especialmente en zonas tropicas durante todo el afio, sin
embargo, en paises con estaciones, predominan en otofio y primavera, cuyas temperaturas
con Optimas para su propagacion. Sus hospedadores son, mayormente, mamiferos como
bovinos, ovinos, caprinos, equinos, felinos, roedores y humanos, pero también se hospeda

en algunos reptiles y aves (16).

La infeccidn de R. sanguineus con E. canis ocurre cuando el vector esta en estadio de larva
o0 ninfa, al ingerir sangre de un perro bacteriémico, y estos microorganismos, en el interior
de la garrapata, se multiplican en células del intestino medio y luego, en glandulas

salivales, lo que involucra la bacteria a un nuevo hospedador cuando se distribuyen.

La enfermedad es transmitida a los canidos a través de artrdpodos hemat6fagos de la familia

Ixodidae de la clase Arachnida, cuyo vector primario es la R. sanguineus (35) y se considera
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su distribucién en América, desde Canada hasta Argentina (16), aunque bien, se asume que
esta especie de garrapatas probablemente es la especie con mayor presencia a nivel mundial:
Norte, Centro y Sudamérica, Africa, Madagascar, China, Australia, Sur de Europa, etc. (36)
(37). Esta garrapata es endémica de areas tropicales y subtropicales y tiene presencia
continua, es decir, prevalece en todas las épocas del afio, sin embargo se asocia especialmente
con la primavera y el verano, cuya propagacion es mas rapida y notoria (37). Se establece
que la garrapata afecta principalmente a los perros, pero se ha encontrado también en otras
especies de mamiferos, asumiendo esta nueva adaptacién a la fisionomia de las garrapatas

Ixddidas (garrapatas duras) y a las Argasidae (garrapatas blandas) (37).

Segun Dantas-Torres et al (16), para la garrapata R. sanguineus su principal hospedador es
el perro doméstico, sin embargo, cuando los niveles de presencia de estas son elevados, y los
ambientes que habitan estdn muy parasitados, esta especia puede llegar a parasitar otras
especies de animales como gatos, aves, roedores e incluso humanos. Y aunque la mayor parte
de garrapatas Ixddidas con exofilos R. sanguineus, han adquirido gran adaptacion al ambiente
intradomiciliario, observandose un nivel alto de infestacion en perros que permanecen en el
interior de casas, apartamentos, refugios y bioterios (19).

Las garrapatas se presentan como acaros con cabeza, térax y abdomen fusionados, con cuerpo
no segmentado, y son considerados parasitos en animales domésticos y el ser humano, puesto

que se alimentan de sangre de sus huéspedes (38).

Su localizacion se establece especialmente en las orejas, la nuca y entre los dedos de las patas,
y las larvas y ninfas, situadas en el pelo largo del cuello de los animales (37). Esta garrapatas
en su mayoria de edad, es decir, adultos hembras o machos, se alimentan de la succion de la

sangre de animales e incluso de humanos, dependiendo el contexto en donde se ubiquen (38).

Leal (9) y Bustos (38) establecieron el ciclo de vida de las garrapatas, desde su copulacion,
hasta su adultez o maduracion asi:
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llustracion 1: Ciclo de vida de las garrapatas.

1 Copulacion (por lo general elmacho
muere).

2. La hembra deposita alrededor de 4000
huevos.

3. Tras 19 a 60 dias de incubacion, los
huevos eclosionan.

4. Primero son larvas, que se alimentan de
un animal y mutan su forma corporeay
caen de su huésped para convertirse en
ninfas.

senves ')-.-.«OO..-..( ‘b..-O
L L

5. La ninfa se adhiere a otro huéspedy
cambia de color y forma corporal y vuelve
a caer para convertirse en adulto —hembra
o macho-.

@

Fuente: Adaptacion tesis de Leal (9) y Bustos (38)

Este ciclo se puede completar en 63 dias a 29°C, pudiéndose presentar de tres a cuatro
generaciones por afio (9) (38) (39). Ademas se ha estudiado que estas pueden permanecer
con vida sin alimentarse hasta por 183 dias e incluso, las hembras pueden sobrevivir el doble
de eso (37).

5.1 Transmision

Las garrapatas adquieren E. canis al succionar la sangre de un animal infectado (9), de ahi,
las Ehrlichias pasan por faringe, es6fago, hasta llegar al intestino y ser expulsadas a través
de las heces, otras a través de saliva que posibilita la inoculacion en cualquier hospedador
(40). Una vez transmitida la enfermedad, se multiplican hemocitos y las células del intestino
delgado de estas garrapatas (9). La garrapata R. sanguineus muerde e inyecta las secreciones

de las glandulas salivales contaminadas con E. canis, en el perro (25).
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El potencial patogenico es favorecido por la movilidad de los macréfagos que permiten la
diseminacion de la infeccidn a traves de todo el organismo del hospedador. La bacteria tiene
tropismo por plaquetas y leucocitos, principalmente monocitos, macréfagos y granulocitos y
cuando estos ingresan a dichas células, los microorganismos empiezan su desarrollo en los
fagosomas, que impide que se unan los lisosomas y se evada asi el sistema inmunitario del
hospedador (41).

De esta manera, las bacterias se empiezan a replicar en los leucocitos lo que forma una
morula, que es a la cual puede ser observada a través de la realizacion de un Frotis Sanguineo;
sin embargo, ademas, las bacterias circulan por exocitosis o lisis celular y se desplazan por
el sistema linfético y sanguineo, incluido el bazo y el higado, lo que produce hiperplasia de

estos drganos donde se replica por fision binaria (42).

En la fase aguda las células mononucleares infectadas se marginan en los vasos pequefios o
migran dentro de tejidos endoteliales induciendo vasculitis, esta etapa inicia 2-3 semanas
luego de la infeccidn, y dura de 2-4 semanas, la mayoria de los perros inmunocompetentes
sobreviven. La fase subclinica puede durar hasta 5 afios en perros con infeccion natural,
algunos perros eliminan el agente en esta etapa, pero otros conservan el patdgeno dentro de
sus células sanguineas avanza hasta la fase crénica de la enfermedad y lo diseminan (43). La
fase final o crénica viene siendo la mas delicada donde E. canis va a causar dafios a nivel de
médula 6sea afecta la hematopoyesis genera la muerte del animal si este no recibe tratamiento
atiempo. La infeccidn es a menudo inaparente, pero tras una incubacién de 8 a 20 dias, puede
producirse fiebre, adenopatia generalizada, leucopenia, anemia moderada y especialmente
trombocitopenia. La trombocitopenia se sucede en episodios de 3-4 dias y a intervalos de 7-
21 dias, de ahi que a la enfermedad se le haya denominado “Trombocitopenia ciclica
infecciosa del perro”. Los valores minimos de plaquetas se observan en el primer episodio,

siendo posible visualizar numerosas plaquetas infectadas en los frotis sanguineos.
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Capitulo 11

6. Diagnostico

Los procesos diagnésticos de muchas y diversas enfermedades infeccionas se basan en los
datos de la anamnesis o sintomas clinicos que el paciente presente, asi como también a
través de los resultados de las pruebas de laboratorio, y para la deteccion de la E. canis es
necesario el uso de algunas pruebas clinicas de laboratorio para realizar un diagndstico
oportuno que permita frenar los indices de contagio en distintas areas geograficas, ya que

esta se ha convertido en una enfermedad reemergente y con alto potencial zoonético.

En laboratorios clinicos de nuestro pais, mayormente se realizan pruebas simples como
hemogramas, bioquimica sanguinea o pruebas de PCR para su diagnostico, o bien, la
prueba de inmunofluorescencia indirecta (IFA), especificamente, los kits de prueba rapida
para detectar la enfermedad. Sin embargo, existen también nuevos avances cientificos, que
consisten en pruebas diagndsticas a nivel molecular que posibilitan ain mas la deteccion

temprana y precisa de los antigenos y su posterior tratamiento (44).

Por ello, hacer uso de las pruebas diagndsticas y sus hallazgos hematolégicos y/o
serologicos, constituye un canal de importante envergadura en la prevencion y mitigacion

del dafio ocasionado por la presencia de antigenos ehrlichiales.

6.1 Hemograma

El hemograma es una prueba en donde se analizan diferentes células sanguineas de forma
cualitativa y cuantitativa y que posibilita la obtencién de datos que se pueden confrontar
con distintos valores de referencia (45). La toma de la muestra se realiza con la extraccion
de sangre de la vena cefalica anterior y esta debe ser almacenada en viales EDTA al 10%
como anticoagulante. El tubo debe ser llenado en 2/3 partes y se homogeniza invirtiéndolo
ligeramente entre 5 a 10 veces y puede ser procesada 20 minutos después de que es tomada,
0 en su defecto, ser refrigerada a una temperatura de 4°C en un lapso no mayor a 24 horas
(46) (47). Tras su analisis hematoldgico, los hallazgos més significativos para la
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Ehrlichiosis canina incluyen: anemia no regenerativa, trombocitopenia, leucopenia y
presencia de morulas en monocitos (47) (48) (49), y cuyos pardmetros se asocian a

hematocitos, hemoglobina, conteo de leucocitos y de plaquetas (46).

En las distintas fases de la enfermedad los signos hematoldgicos pueden variar y se puede
observar leucopenia, leucocitosis, monocitosis y linfocitosis (50), sin embargo, la
trombocitopenia y la anemia no regenerativa son los principales signos, tal como se observa

en la siguiente relacion:

- Enlafase aguda, el principal hallazgo se observa con la deteccion de
trombocitopenia (51). Pero, en esta fase también es factible evidenciar un aumento
en el tiempo de coagulacion causado por la disminucién en la agregacion
plaquetaria por anticuerpos que atacan las glucoproteinas y esta se evidencia desde
el inicio de la enfermedad e incluso, hasta la fase cronica de la misma (52).

- Enlafase aguda y crénica, la trombocitopenia y la anemia no regenerativa son los
mas comunes

- En la fase cronica, es muy comun evidenciar un descenso considerable en los

recuentos de las 3 lineas celulares sanguineas (52).

6.2 Bioguimica sanguinea

La bioquimica sanguinea es una prueba de sangre que posibilita analizar de forma
cuantitativa el funcionamiento de algunos 6rganos y enzimas que tiene parte en los
procesos homeostaticos del organismo (53). La prueba de ser tomada de la vena yugular o
cefalica y ser depositada en un tubo sin anticoagulante y llenado en 2/3 partes, centrifugarse
a 3000 revoluciones durante aproximadamente 10 minutos para la obtencion del suero; o en

su defecto, ser refrigerada a 4°C, por no mas de 24 horas (54).

En este tipo de prueba, la E. canis se determina por el hallazgo de hiperproteinemia por
hiperglobulinemia, asociada regularmente por la presencia de hipoalbuminemia, esto,
debido a la existencia de proteinuria, malnutricion, pérdida de peso, hepatopatia o a una

compensacion de la hiperproteinemia. Aungue tambiéen se describe en el diagndstico a
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partir de la bioquimica sanguinea, elevaciones de las enzimas hepaticas, creatinina de
origen prerrenal (por deshidratacion) o renal por glomerulonefritis o plasmocitosis
intersticial renal (54) (25) (53).

Durante la fase inicial de la enfermedad, o aguda, los niveles de ALT y FA pueden verse en
aumento, lo que frecuentemente produce una inflamacidn en el higado, asi como un
aumento en la bilirrubina causado por una hemolisis intensa cuando se presenta fracta
ictericia (52). En la fase cronica de la enfermedad, incluso, puede evidenciarse
hipergammaglobulinemia, proveniente de una estimulacion antigénica, que puede
presenciarse incluso desde la fase aguda; e hipoalbuminemia asociada a proteinuria por
glomerulonefritis y por la disminucién de proteinas o perdida de estas (52), que pueden

persistir durante meses o afios tras su tratamiento (55).

6.3 Frotis sanguineo

El frotis sanguineo es una estudio cualitativo que se obtiene de la extraccion de sangre
fresca y de ser posible, sin anticoagulante (56), este hace parte del hemograma y representa
la extension morfoldgica del estado en que se encuentran los elementos celulares de la
sangre (57), en donde se pueden observan los cambios morfologicos, inclusiones de
parasitos o bacterias sanguineas, formas, nimero y tamafio (47). Para la toma de este
procedimiento se usan dos métodos: el primero, es el método de portaobjetos (predilecto en
el quehacer bacterioldgico), cuya muestra se obtiene de la toma de sangre con un capilar o
aplicador y se deposita una pequefia gota sobre un extremo del portaobjetos puesto sobre
una superficie plana, luego se apoya al extremo de otro portaobjetos por delante de la gota
y una vez haga contacto con la gota de sangre, se procede a extender hacia delante de forma
rapida, continua y uniforme, y se cubren 2/3 partes del otro portaobjetos, esta se seca al
aire, sin soplar o aplicar calor (56)(47); y el segundo, el método de cubreobjetos, igual que
el anterior se toma la muestra con un capilar o aplicador, pero la gota de sangre se deposita
en un cubreobjetos y se pone un segundo cubreobjetos diagonalmente sobre el primero, y
cuando la gota se extienda, el cubreobjetos debe ser deslizado de forma uniforme en
direccion paralela a la superficie de contacto hasta separarlos y se seca al aire (58)(47).

Después de realizada la toma de la prueba, con cualquiera de los dos métodos, se procede a

35



su tincion, con previa preparacion de los colorantes y siguiendo el procedimiento especifico
de cada uno, dentro de los que se incluye la fijacion del frotis con metanol absoluto,
cubriéndolo y sumergiéndolo e la tincion, se juaga con agua destilada y se deja secar al aire
y después de seco se observa a través del microscopio (47). Los hallazgos mas comunes
cuando hay sospechas de E. canis son inclusiones intranucleares de apariencia morular en
el citoplasma de los leucocitos compatibles con Ehrlichia Spp, tifiéndose de color rojo
purpura en la tincion de Wright o de color azul con la tincion de Giemsa durante la fase
aguda de la enfermedad (2) (9) (59).

Este método diagndstico es considerado el método més simple, rapido y econémico en la
deteccion de la E. canis, pero no es un método especifico y es el menos sensible, a
sabiendas que se pueden ver inclusiones no relacionadas a la bacteria y no distingue la
especie de Ehrlichia lo que causa confusion y ademas, no detecta las bajas cantidades de
bacterias circulantes en sangre, ni su diferencia morfoldgica (60); ademés es importante
resaltar que un mal procedimiento puede alterar el resultados puesto que pueden existir
cambios morfoldgicos en los eritrocitos, deformaciones celulares o precipitaciones del
colorante (47) (61).

La desventaja de este procedimiento reside en la dificultad para observar la bacteria se debe
al bajo porcentaje de infeccion celular —-menos 1%-, y las inclusiones intracitoplasmaticas
solo aparecen en el 4% de los pacientes infectados de donde se deriva su baja sensibilidad y
que la lectura del resultado sea dispendiosa, por lo que se asume como diagnostico positivo
definitivo en un paciente con la sintomatologia clinica y los pardmetros hematologicos

caracteristicos de E. canis (62).

6.4 Microscopia directa

La microscopia directa con tincion de Giemsa o Diff Quick es un método sencillo y
econdmico que se realiza mediante el examen de la capa leucocitaria tomada de una
muestra de sangre periférica. En el analisis la bacteria aparece como racismos purpura
oscuros, pequefios puntos como morulas en el citoplasma de los leucocitos (63). Otra de las

formas de hacerla, es a traves del aspirado con aguja fina a partir de nodulos linfaticos y
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biopsia de nodulos linfaticos (64). Estas morulas de la Ehrlichia se pueden observar durante
dos semanas, en algunos animales pueden varias hasta 52 dias pos-infeccion, por lo que la
deteccion microscopica de los parésitos en la sangre sea mas viable en fase aguda que en la
fase cronica (32).

6.5 Inmunofluorescencia indirecta

La Inmunofluorescencia Indirecta —IFA por sus siglas en inglés Indirect
Immunofluorescense Assay- es una de las técnicas mas empleadas para el diagnostico de
Ehrlichiosis Monocitica canina y humana (65). Sin embargo, se han reportado casos de
falsos positivos debido a la reaccion cruzada con otros microorganismos de los géneros
Ehrlichia, Anaplasma y Neorickettsia (66).

Es una técnica que evidencia los anticuerpos sobre extensiones de muestras clinicas que se
realizan sobre un portaobjetos y que detectan el aumento o descenso de los mismos, con el
uso de anticuerpos marcados con fluorocromo o molécula fluorescente que permite detectar
antigenos especificos en una parte de tejido o preparacion antigénica que puede ser directa,
para la cual se utiliza un anticuerpo marcado con una sustancia fluorescente —fluorocromo-
o la Inmunofluorescencia indirecta donde el anticuerpo empleado no estd marcado con
ninguna sustancia y la presencia del antigeno se revela al emplear un segundo anticuerpo

marcado con un fluorocromo frente al anticuerpo primario (67).

La toma de la muestra se toma por venopuncion de la vena cefalica del animal y se deposita
en un tubo de ensayo sin anticoagulante y en caso de no ser procesada inmediatamente, esta
muestra debe ser congelada a -20°CC (9). En el proceso de analisis de la muestra a esta se
le debe proporcionar una temperatura ambiente de 37°C en el portaobjetos antes de
remover el empaque, y luego de esto, poner 10ul de suero diluido en los pozos designados y

se incuba el portaobjeto en camara humeda a 37°C por 30 minutos.

Luego de esto, la lamina se debe enjuagar con solucion FA Buffer, y se le elimina el exceso
y se ponen 10 ul de Anti.lgG; se incuba y enjuaga y escurre para poner la muestra con

solucidn de glicerol/FA y es observado con microscopio de fluorescencia a 100x- 250x.
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Tras todos los pasos, la reaccion antigeno anticuerpo se vera marcada por inclusiones

fluorescentes, cuando es positiva, en caso contrario, no habra reaccion fluorescente (9).

Con este proceso diagnostico se detectan anticuerpo después de siete dias post-infeccion y
determina los anticuerpos existentes en el animal (68). Y para su interpretacion es necesario
entender que los caninos pueden tardar en presentar seropositividad hasta 28 dias post-
infeccion, por lo cual es recomendado hacer una segunda prueba pasadas 2 0 3 semanas
(69). La confirmacion de la E. canis a través de este tipo de prueba requiere evaluar las
muestras del paciente en la fase aguda y convaleciente para evidenciar seroconversion -
diferencia de 4 veces en el titulo de anticuerpos- debido a que los niveles de anticuerpos
pueden continuar por un periodo prolongado, incluso post-tratamiento (70). Esta técnica de
Inmunofluorescencia es considerada como la prueba de oro para el diagnostico efectivo de
la E. canis (62).

6.6 Reaccion de cadena de polimerasa (PCR)

La deteccion de la Ehrlichia spp a través de pruebas moleculares como la Reaccion de
Cadena de Polimerasa permite identificar la infeccion de individuos de forma experimental
0 natural en su fase aguda o crénica (71). Este método diagndstico se considera como uno
de los métodos con mayor especificidad y sensibilidad comparados con los demas métodos
diagnosticos (72), ademas esta prueba permite caracterizar diferentes microorganismos que
causan E. canis mediante la amplificacion y posterior analisis de la secuencia del gen
rRNA.

La PCR es una reaccion enzimatica in vitro que amplia en millones de veces una secuencia
especifica de ADN durante ciclos repetidos en los que la secuencia blanco es copiada y los
elementos importantes en la reaccion son el (ADN), la enzima, los oligonucledtidos o
Primers, los desoxirribonucleotidos trifosfatados (adenina, timina, citosina y guanina), el
i6n magnesio (Mg+), una solucion amortiguadora o buffer y H20. Todos estos elementos
interactGan en tres etapas: desnaturalizacion, hibridacion y extension (73). Tras la reaccion,

y para corroborar si se amplificd la secuencia blanco de interés, los productos de la PCR —
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amplicones- son analizados en geles de agarosa para confirmar si la reaccion tuvo éxito
(62).

La muestra se toma extrayendo entre 1 y 5 ml por paciente de la vena safena, cefalica o
yugular con agujas desechables y se almacenan en tubos o envases vacutainer con
anticoagulante EDTA vy se refrigeran a 4°C hasta su procesamiento, que no debe superar
las 24 horas (74). En este método diagnéstico basado en el analisis molecular del
microorganismo (Reaccion en Cadena de la Polimerasa), con alta efectividad puesto que los
resultados son mas especificos, debido a que en esta prueba no se producen reacciones
cruzadas y, ademas, detecta la Ehrlichia spp en cualquiera de sus fases, asi ya este tratada
(74).

Por su alta sensibilidad permite el diagnostico temprano y oportuno del agente Ehrlichia
Spp, ates de que se desarrollen los anticuerpos y permite determinar el estado del portador y
diferenciar entre todas las especies de la bacteria (75) (76), ademas es una prueba que se
puede realizar para evaluar que el patdgeno haya sido eliminado tras la terapia con
antibidticos (62).

6.7 ELISA

Esta prueba posee una sensibilidad del 79,2% y especificidad del 100% si es comparada
con la Inmunofluorescencia (1), pero en estudios mas recientes, se ha comprobado una
sensibilidad del 98.8% y una especificidad del 100% (77).

Mediante la visualizacion de morulas es posible el diagnostico inicial de la enfermedad en
el extendido de sangre y en la citologia de nddulos linfaticos en la fase aguda de la
enfermedad, sin embargo, es importante resaltar que el diagnostico también necesita

pruebas seroldgicas que hacen visible la presencia de anticuerpos (78).

La prueba ELISA es cualitativa, y posibilita la deteccion de anticuerpos como respuesta
inmunoldgica del huésped, y su resultado se relaciona con la condicion del paciente,
disminuyendo a su vez, la confiabilidad diagnostica (79). Se obtiene por venopuncion de la

vena cefalica, extrayendo de 1 a 3 ml de sangre y se procesa segun la prueba que se vaya a
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utilizar, que puede ser, sangre completa, en tubo sin anticoagulante o jeringa, para su
procesamiento inmediato (80); o bien, suero, el cual se obtiene sin anticoagulante y se deja
coagular hasta la retraccion del coagulo en posicion de 30° por 30 a 60 minutos, o bien,
plasma obtenido por centrifugacion de la muestra con anticoagulante a 3000 r.p.m durante
10 a 15 minutos, o para almacenamiento del suero o plasma a temperatura de 4°C entre 2 0

3 dias y a temperatura de 20°C cuando la muestra se debe conservar por mas tiempo (47).

Sin embargo, también existen los kits de prueba rapida para el diagndstico de la
Ehrlichiosis canina, disefiados para detectar anticuerpos igG de E. canis en pacientes
infectados tras 14 o 15 dias de infeccidn, puesto que para los dias 4 a 7, aparece igM e IgA
y solo a partir del dia 15 aumenta la 1gG (2) Sin embargo, algunos pacientes infectados solo

desarrollan anticuerpos hasta el dia 28 tras la infeccion (2).

Estos kits de prueba -SNAP 4DX- son de venta libre a nivel mundial y son de uso
veterinario usual para el diagnéstico entendiendo que poseen alta sensibilidad y
especificidad. Aunque usualmente, los médicos veterinarios primero analizan los signos
clinicos a través del hemograma en donde se puede observar trombocitopenia, hemoglobina
baja, proteinas altas y demas signos clinicos ya presentados, se envia el test de Ehrlichia,
para finalmente terminar con el SNAP 4DX, pero todo esto, se realiza por cuestion de

costos.

Dado este panorama y asumiendo la incidencia de las pruebas diagndsticas para la
deteccidn oportuna en las distintas etapas de la enfermedad y su posterior tratamiento en la
practica clinica, se puede afirmar que cada una de ellas permite su diagnostico en etapas
especificas de la enfermedad y evitar de cualquier modo su propagacion; asi, la deteccion
de morulas permite hacer un diagnostico inicial de la enfermedad a través del extendido de
sangre y a través de citologia de nddulos en su fase aguda. Sin embargo, el diagnéstico
requiere de pruebas seroldgicas como presencia de anticuerpos de Ehrlichia en los
pacientes que presentes signos clinicos compatibles con la enfermedad (2).

De esta manera, se puede afirmar que el diagndstico oportuno de la enfermedad es una
ayuda importante e indispensable en la practica clinica veterinaria, e incluso puede decirse

que es una ayuda para la salud publica pues por considerarse como enfermedad zoonotica y
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reemergente, no solo se estd previendo el cuidado de animales, sino también el cuidado
humano, su distribucion y propagacion.

En Colombia, existen muchas técnicas avanzadas en los laboratorios diagnosticos, desde las
mas simples a las mas complejas, para la deteccién oportuna de hemoparasitos en la sangre
de animales con signos clinicos de la enfermedad, sin embargo, es necesario afiadir a esto,
que el diagnostico no solo depende de la bacteriologia, pues hay que asumir aqui factores
exogenos que derivan de la importancia dada a las enfermedades hemoparasitarias en los
distintos contextos, en donde entran a jugar un papel importante el poder adquisitivo, la
centralidad de los laboratorios, la accesibilidad a los mismos y factores humanos que
determinan la posibilidad de que la enfermedad sea detectada a tiempo y tratada, con el fin

de salvar al paciente infectado y prevenir su propagacion a otros animales y/o humanos.

Asi, se podria decir que los parametros de diagnostico de las enfermedades
hemoparasitarias, como la Ehrlichia, especialmente a través de extendidos de sangre
periférica y técnicas de inmunofluorescencia y ELISA, son relevantes en el diagndstico
acertado de la enfermedad, sin embargo, no brindan un diagndstico preciso, por lo que a
veces, resulta necesario el uso de pruebas inmunocromatogréficas, es decir, aquellos Kits de

prueba rapida que se venden comercialmente.

La tabla 5 explica de manera resumida cuales son los hallazgos propios de cada método

diagnostico de laboratorio, asi como el porcentaje de sensibilidad y especificidad de estos:

Tabla 5: Caracteristicas de los métodos diagnésticos

METODO DETECCION SENSIBILIDAD/ESPECIFICIDAD
MICROSCOPIA Presencia del agente Sensibilidad: 70,1%
Especificidad: 51%
ELISA Valoracidn de los estimulos y las Sensibilidad: 96,2%
respuestas inmunitarias, exposicion del Especificidad: 97,7%
vector
IFA Deteccion de anticuerpos 1gG y Sensibilidad: 90-100%
confirmacion de la exposicion del Especificidad: 80%
patégeno
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PCR Presencia del agente, es decir, detecta la Sensibilidad: 33,3%
infeccion activa y los microorganismos Especificidad: 100%

existentes/Andlisis del gen 16S Rrna.

Fuente: Adaptacion informacidn recopilado sensibilidad y especificidad (44, 61, 62, 71, 78).

Las pruebas serologicas mas usadas para el diagndstico de E. canis, alrededor del mundo,
son la Inmunofluorescencia indirecta (IFA), la PCR y la prueba ELISA. Los Kits de prueba
rapida, por su parte, toman cada vez mayor fuerza, por su rapidez y facilidad de uso, por lo
que se ha convertido en la prueba reina en distintos laboratorios de América Latina, en

donde la prevalencia de la enfermedad es mucho mayor (81).

Sin embargo, cada dia, las técnicas diagnosticas revolucionan mucho mas, incluso, técnicas
a nivel molecular que permiten conocer los genes involucrados en presencia de antigenos
en los microorganismos Ehrlichiales (44). Es por ello, que profesionales en salud, estan en
bldsqueda de inmunizar de manera eficiente a los pequefios animales, entendiendo la
proximidad entre estos y los humanos. Todos estos avances y procesos diagnaosticos se
realizan a través de la codificacion de proteinas, que son insertadas en microorganismos y
gue a su vez, expresas las proteinas en grandes cantidades. Estas proteinas, son base de una
inmunizacién dirigida contra las proteinas que promueven la respuesta inmune en los
animales infectados por E. canis (82).

De esta forma, evidenciamos la importancia del diagnéstico, basado en las manifestaciones
clinicas, alteraciones hematoldgicas y las pruebas diagndsticas, como una herramienta
definitiva y de valor absoluto en la prevencion de futuros contagios, asi como también el
tratamiento oportuno y adecuado para los animales ya contagiados (ver anexo 7).
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Capitulo 111

7. Nuevas investigaciones: Avances

7.1 Diagndstico histopatolédgico

En animales positivos con la enfermedad se observan lesiones en diversos 6rganos y
tejidos, entre los hallazgos histopatoldgicos mas frecuentes se incluyen las infiltraciones de
celulas linforeticulares y de células plasméticas en distintos 6rganos y tejidos (83).
Mayormente, se establecen hallazgos histopatologicos asociados a cuadros hiperplasicos en
los nodulos linfaticos; ademas de histiocitosis, eritrofagocitosis, vasculitis mononuclear
(84).

7.1 Ampliacion isotérmica mediada por bucle

Este método diagndstico vanguardista, LAMP —por sus siglas en inglés Loop-mediated
Isothermal amplification-, es una nueva técnica de muy bajo costo y mas rapida que no
requiere el uso de termociclador y que su resultado puede evidenciarse en los tubos de
prueba (81), ademas posee una mayor especificidad comparada con la prueba PCR y
reconoce 6 regiones en el DNA muestreado. Distintos estudios han establecido esta prueba
como un test de acido nucleico o NAT -por sus siglas en inglés- rapido, sencillo y a bajo

costo en caso de poderse vender comercialmente (82).

7.2 Epidemiologia molecular

Los estudios epidemioldgicos en garrapatas y los patdgenos que se transmiten, son una
puerta al progreso en términos de pruebas diagndsticas de Ehrlichia (85), permitiendo
garantizar un mayor control epidemioldgico de la enfermedad, e incluso, poder predecir la
dinamica de esta en poblaciones de alta susceptibilidad, lo que conllevaria a generar medios
de control, intervencion y/o prevencion de estas, asi evita de esta manera su propagacion y

contagio tanto en animales como en humanos.
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Respecto a estos dos ultimos procedimientos diagndsticos, se debe decir que en Colombia,
las pruebas moleculares aunque son utilizadas, no son comercialmente accesibles a la
mayor parte de la comunidad, debido a sus altos costos, complejidad y sobre todo, a los
pocos laboratorios que hacen uso y se especializan en estos.

8. Diagndstico molecular
El diagnostico molecular realizado a partir de pruebas PCR, es hasta ahora, uno de los
métodos con mayor sensibilidad. Fue asi como Mc Bride et al, (44) lograron determinar
que la proteina p30 de E. canis era codificada por genes multiples y que estos, a su vez,
codificaban subunidades de proteinas p30, partiendo del hallazgo de sistema analogo de las

especies E. chaffeensis, A. marginale y C. ruminantium.

En humanos, por su parte, las proteinas de superficie rOmpA y rOmpB son las que
determinan las enfermedad del género Rickettsia spp., las cuales son genéticamente muy
similares al género Ehrlichia spp., sin embargo, a diferencia de estas, las primeras
destruyen células endoteliales que ocasionan manchas rojizas sobre la piel e incluso, en

organos internos (86).

A hoy, el uso de proteinas recombinantes constituye la base principal para la investigacion
sobre el diagnostico molecular (87). Esta forma diagnostica se debe a que existen
reacciones cruzadas entre E. canis y E. chaffeensis debido a su peso molecular similar
codificadas por familias multigénicas de genes homdlogos. Cuya familia multigénica p28,

se compone por 21 subunidades para E. chaffeensis y un valor similar para E. canis (88).

La importancia de la familia multigénica p28 de E. canis en el diagndstico oportuno de la
enfermedad, radica en que esta no varia entre las cepas de diferente distribucion geogréafica
(44). Contrario a la familia p28 de E. chaffeensis cuya variacion genética es evidente

respecto a su ubicacién geografica.

Por otra parte, es la proteina p43 es detectada en el 100% de animales infectados por E.

canis, pero no en el genoma de E. chaffeensis. Esta proteina se ha convertido en la
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herramienta por excelencia en el diagnostico molecular de la enfermedad en humanos y

animales, pues no da pies a confusiones con otras especies para su diagnostico (44).

Aunado a esto, la proteina recombinante rMAP2 de E. canis y E. chaffeensis tiene una
especial trascendencia en el diagndstico de la enfermedad, ya que esta esta presente en
animales y humanos infectado (89), sin embargo, no permite diferenciarlas

serologicamente.

La variacion antigénica en las proteinas es uno de los problemas que han impedido, no solo
el diagnostico, sino también la produccion de vacunas a nivel mundial, ya que la mayoria

de los genes varian de acuerdo con su contexto geografico (88).
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Capitulo 1V

9. Tratamiento

El tratamiento para la E. canis se enfoca en el control del vector en el entorno y en el
hospedador (38), que puede ser a traves del uso de farmacos especificos que se deben
recetar por un médico veterinario, que permita eliminar el agente causal y la terapia de
apoyo sintomatica para la recuperacion total del paciente (54). El tratamiento, incluye
medicamentos antirickettsiales. Los farmacos con mayor éxito en el tratamiento son la

tetraciclina y cloranfenicol, dipropionato de imidocarb y la amicarbalida (21).

9.1 Control del vector

El control del vector, se refiere al control de las garrapatas en el entorno y en el cuerpo del
hospedador, para lo cual se debe hacer control no quimico, que corresponde a mantener los
espacios despejados de pasto y hierbas, y de esta forma el suelo incrementa sus
temperaturas y las garrapatas mueren por deshidratacion; o bien, a través de insectos, que es
un tipo de control de bioldgico, que disminuye significativamente la poblacion de
garrapatas (38). Por otro lado, este control también puede ser quimico, y corresponde al
control del entorno a través de insecticidas, o bien, el control del vector en el animal a

través de bafios con shampoos insecticidas o antiparasitarios externos (54).

9.2 Control del agente

El control del agente, se hace a través de farmacos, mayormente del grupo de las
tetraciclinas y lo que hacen es unirse a la subunidad de ribosoma y de esta forma impiden la
elongacion de la cadena y alteran la sintesis de proteinas (21) (11). Sin embargo, como
muchos medicamentos, tiene efectos secundarios y no se debe usar en animales cachorros —
menores de 6 meses-, ya que derivan afinidad por el calcio y son nefrotdxicas, por lo que
tampoco deben administrarse en pacientes con insuficiencia renal (9) (54).

46



Un estudio turco, demostré que la administracion de doxiciclina combinada con cloroquina
para el tratamiento de la enfermedad disminuia potencialmente los signos clinicos y los

parametros hematol6gicos anormales (84).

Los fenicoles, ademas, se usan habitualmente en el tratamiento de la enfermedad pues estos
alteran de forma parcial la sintesis de proteinas, uniéndose a la subunidad del ribosoma e
inhibiendo la actividad de la enzima peptidiltransferesa, lo que impide la unién de

aminoacidos a la sintesis de proteinas (85).

9.3 Tratamiento de apoyo

Esta terapia se hace a través del suministro de fluidos, bien sean electrolitos o transfusiones
de sangre o plasma, para animales con anemia o hemorragias debidas a la trombocitopenia
(11). Tras el uso de este tratamiento, es recomendable hacer un recuento plaquetario para

evaluar la eficacia de la terapia (60).

Por su parte, las alteraciones del proteinograma, los valores de la albimina y las globulinas
se normalizan tras 3 0 9 meses, e incluso 12 meses hasta volver a la normalidad (1). Sin
embargo, los anticuerpos especificos de Ehrilichia spp suelen disminuir tras el tratamiento
eficaz y aproximadamente tardan en negativarse entre los 6 a 9 meses (49). Sin embargo,
existen animales que mantienen los titulos de los anticuerpos durante afios, por lo que se

debe asegurar un tratamiento adecuado, o control constante del animal (54).
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Capitulo V

10. Ehrlichiosis como zoonosis

Las Ehrlichias, como ya se ha estipulado son un grupo de enfermedades transmitidas por
garrapatas que amenazan tanto a animales como a humanos y estan presentes en paises
desarrollas y en desarrollo, endémicas de regiones tropicales y subtropicales, pero que
actualmente se presenta como una enfermedad reemergente en zonas no endémicas por
causas ecoldgicas, climaticas y antropogénicos. Esta redistribucién se asocia ademas con
nuevas practicas agricolas, comerciales respecto a las &reas o habitats naturales y en ese
sentido, las zoonosis cada vez tienen mayor protagonismo en las causas de morbilidad y

mortalidad humana, especialmente en areas rurales de los paises en desarrollo (90).

Los agentes de las Ehrlichias y Anaplasmosis se mantienen en la naturaleza en ciclo
enzootico por medio de las garrapatas que habitan animales silvestres y domésticos como
reservorio y diseminador de los patdgenos. Sin embargo, es trascendental comprender el
potencial zoonotico de estos agentes en la relacion ecosistema-mascota-humano y la
importancia de comprender su impacto en la salud publica, entendiendo que esta se
transmite de forma natural entre animales y humanos, ademas por la alta prevalencia de los
vectores y su adaptacion eficaz al entorno en distintos contextos climaticos, puede llegar a
afectar a personas de cualquier edad y sexo, por la conjugacién del entorno perro, garrapata
y humanos (7). Y de esta forma se considera que los pequefios animales, son hospedadores
naturales del vector y los humanos conviven en un mismo entorno, estos pueden llegar a

infestar a los humanos (91).

Anteriormente, se conceptualizaron las 6 especies de las Ehrlichias: E. chaffeensis, E.
ewingii, E. canis, E. muris, E. Ruminantium y E. mineirensis (90). Sin embargo, son las
especies E. canis, Anaplasma phagocytophilum y E. chaffeensis los agentes etioldgicos que

afectan a canidos, félidos y humanos (92).

La historia de las Ehrlichias es larga en animales, pero en humanos no tanto, entendiendo

que su frecuencia esta dada por nuevas especies de las Ehrlichias, debido a que los
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reservorios animales y los vectores de las garrapatas han ido en aumento y los humanos

habitan dichas areas endémicas (91).

Investigadores venezolanos en 2016 aseguraron que la primera infeccion humana con E.
canis fue reportada en 1996 a partir de un aislamiento en cultivo celular y una
caracterizacion genética realizada a muestras tomadas de un humano asintomatico con
infeccion cronica (93) y nueve afos después, fueron diagnosticados 6 nuevos casos clinicos
de Ehrlichiosis Monocitica Humana —~EMH-, confirmado a través de la prueba de Reaccion
de Cadena de la Polimerasa —PCR- (94), por lo cual, es necesario darle importancia al
potencial zoonotico del patdgeno. Y desde esa fecha, se han reportado 2396 casos
desinfeccion por E. chaffeensis con distintas variaciones geograficas: en un 0,3% en
algunas regiones endémicas y 0,02-0,06% en otras, con tendencia de aumento en los meses
de mayo y agosto (93).

Esta expansion de vectores a areas no endémicas se debe a diversos factores, que van de la
mano o se traducen, en el cambio climatico, factores bidticos, apertura de fronteras,
expansiones habitacionales y otros asociados (95). Sin embargo, los riesgos de contagio
pueden ser evitados con controles quimicos y no quimicos del vector, mencionados

anteriormente.

En ese sentido, es evidente la importancia que tienen las herramientas diagnosticas,
especialmente aquellas de diagnostico molecular, que son las que han encargado del avance
en la identificacion de los patogenos indeterminados(95)., y por ello, sigue siendo
importante avanzar en términos diagnosticos, accion que le compete a bacteridlogos y que
se vuelve fundamental en términos de intervencion, prevencion y gestion del riesgo para
abordar asertivamente los problemas emergentes de salud publica (96) De esta manera, la
mitigacion y prevencidn propenderan por mejores acciones para combatir las zoonosis, la

prevencion de enfermedades rickettsiales y el control de ectoparasitos (97).

Sin embargo, las enfermedades derivadas de las Ehrlichias no son facilmente
diagnosticadas puesto que poseen alta inespecificidad clinica asociada a otra enfermedad
(98), sumado a que no existe en Colombia acceso a laboratorios para realizar pruebas de
inmunofluorescencia indirecta (97). Muchos estudios de brotes surgidos en el pais han
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asociado la ausencia de un diagnéstico oportuno a las altas tasas de mortalidad de las
enfermedades zoonoticas (98, 99, 100, 101).

11. Redistribucion geogréfica del vector
Colombia, tiene variedad de pisos térmicos, estaciones climaticas y niveles respecto al mar,
sin embargo, es el trépico colombiano y sus componentes, los principales factores para la
proliferacion de garrapatas y con ello, la proliferacién de enfermedades que de ellas se
derivan, aumenta ademas el riesgo de contagio e incremento de las probabilidades de
transmision de patdégenos en animales y humanos (100), sin embargo, debido a factores
exogenos y globales como el cambio climético, la movilizacion de personas, los nuevos
medios de produccién agricola, la apertura de la economia y otros, han generado un
movimiento de los vectores y patdgenos a areas no endémicas en el pais (99, 101) . Y en
ese sentido, la nueva re-distribucion geografica requiere una atencidn oportuna y minuciosa
gue permita establecer mecanismos de prevencion que posibiliten frenar los contagios y
disminuir el riesgo de que, tanto animales como humanos, adquieran alguna enfermedad
hemoparasitaria (102).

En ese sentido, el papel de los bacteriélogos cobra especial trascendencia, entendiendo la
importancia que tiene un diagnéstico oportuno y especifico de la enfermedad, lo que
permita generar protocolos de accion para atender al paciente infectado y a los posibles
contagios que le devienen, asumiendo el rol que como profesional se tiene en el impacto de
la enfermedad en la salud humana y animal como un factor determinante para minimizar
riesgos de contagio, pero especialmente, la propagacién de esta y otras enfermedades
infecciosas de orden zoonoético, su re-distribucién y tratamiento de la misma (106).
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12. Metodologia

La metodologia se desarrolla de acuerdo con las normas y orientaciones para el desarrollo
de revisiones sistematicas de literatura especializada, la cual se inicia con la bisqueda,
seleccion, analisis y recoleccidn de informacién cientifica de alto interés académico,
enfocada en los métodos diagndsticos de laboratorio de la E.canis. Lo anterior se desarroll6
a través de una busqueda bibliogréafica en distintas fuentes como primarias, secundarias e
incluso terciarias, en distintas bases de datos como Science Direct, Scielo, DialnetUnirioja,
Elsevier, Evidence, Scopus, PubMed y Google Academics a las que el autor tuvo acceso y
fueran de interés académico.

Para la basqueda de la literatura, se utiliz6 un filtro manual para el area de salud animal y
humana, principalmente, pero también, se realiz6 una bisqueda desde el &mbito ambiental,
social y de salud publica, entendiendo la intencidn de generar un panorama sobre la E.

canis desde esferas interdisciplinarias.

De esta forma, la busqueda se realizé en mayor medida bajo la referencia de procesos
diagnosticos de laboratorio de la enfermedad, asi como de los posibles hallazgos y signos
clinicos y hematoldgicos presentes en pacientes infectados, principalmente la

trombocitopenia, la anemia no regenerativa, la pancitopenia y otras.

De acuerdo con el nimero de documentos empleados para apoyar la consolidacion de esta
revision de literatura, se puede compartir que se analizaron en gran nimero documentos
que incluian las palabras claves de criterios de busqueda: E. canis, Zoonosis, Diagnostico
clinico, bacteriologia. De este modo se agruparon 287 textos tomados de las distintas bases
de datos consultadas: DialnetUnirioja, Elsevier, Evidence, Google Academics, PubMed,

Scielo, Science Direct y Scopus.

Posteriormente se filtraron un total de 106 textos que permitieron recolectar la informacidn
aqui presentada.
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Grafico 1. Fuentes consultadas Vs fuentes empleadas

Fuentes consultadas y empleadas

Libros Consultados 25

Libros Utilizados 12

Articulos cientificos Consultados a7

Articulos cientificos seleccionados 44
Articulos revistas electronicas.. cS
Articulos revistas electronicas.. 33
Trabajos de grado Consultados 1z
Trabajos de grado Utilizados &
Fuentes oficales Consultados 2
Fuentes oficales Utlizados 2

Fuente: elaboracion propia.

Del total de las fuentes empleadas para la revision sistematica se emplearon en mayor
proporcion articulos cientificos, en el Grafico 2 se presenta en resumen la informacion:

Grafico 2. Fuentes bibliograficas de mayor uso

Fuentes biblograficas de mayor uso
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£
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cientificos Arti C,U|°5 . )
Consultados cientificos  Articulos revistas ) '
seleccionados electrénicas Articulos revistas
Consultados electronicas

seleccionados

Tipos de fuentes

Fuente: elaboracion propia.



El proceso de seleccion de estos documentos, se hizo a partir de una matriz de referencias,

en donde se seleccionaron aquellos textos académicos de interés y especialmente aquellos

que presentaban informacion rigurosa y acertada que pudieran dar respuesta a los objetivos

de este trabajo, en donde se organizo6 cada texto por autor, titulo, objetivos, tipo de

documento y afio de publicacidn, esta matriz permitié establecer la cercania y relacién con

el tema de interés de este trabajo.

En la tabla 6, se podra evidenciar un bosquejo de la matriz de clasificacién de las fuentes

bibliogréficas consultadas, con la cual se lograron sesgar aquellas fuentes que eran de

interés para la realizacion de este documento.

Tabla 6: Matriz de clasificacion de fuentes bibliograficas.

: TIPO DE N
AUTOR(ES) | TITULO OBEJTIVO DOCUMENTO ANO
Monitoreo e investigacion de
perros en las ciudades de
Medellin, Barranqunlg Y'| Ofrecer informacion
Cartagena en Colombia y L
; . . suficiente respecto a la
determinar la existencia de . . .
epidemiologia de la
Mccown, enfermedades como la
. ] enfermedad y a la
Michael E; | enfermedad del gusano del | . ~. "~ . .
. o distribucion de su agente | Articulo revista
Monterroso, corazon (“heartworm | vel lectroni 2015
Victor H; | disease” - dirofilaria | 2% ¥ vector, - a nive electronica
N ...~ | nacional y mundial con el fin
Cardona, W. immitis), ehrlichiosis d decir la dinamica d
(ehrlichia  canis) lyme € predecir 7a dinamica de
disease '(borrelia esta en concordancia con el
. .| cambio climatico.
burgdorferi) y anaplasmosis
(anaplasma
phagocytophilum).
:\B/I%r;tz:;?zé. De La enfermedad Ehrlichia es
La Cruz- ' un factor de riesgo para la
Moreno. O- Al Presencia de estructuras | salud puablica del estado de
varez- T sugestivas de Ehrlichiosis en | Nayarit, ya que este retine | Articulo revista 2017
Guerrero. C: | PeITos de la ciudad de Tepic | todas las caracteristicas electrénica
Borra o-l ' | Nayarit medio ambiente favorables
Gonz%llez j para el desarrollo de esta
T enfermedad zoonGtica.
In  this series of 11
Carmichael LE ed. Recent monographs, authors were
Advances in .Canine chosen because of their
Waner T; | Infectious Diseases. Ithaca, prof|_0|e_n<_:y as clinicians or .
Harrus S New York International | & individuals who_have Libro 2000
' Veterinar ' Information done recent research in the
Service y area of their expertise. The
goal is to provide
veterinarians and others
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interested in canine
infectious diseases with a
concise account of the
current status of each
disease discussed. Where
appropriate, each author was
invited to provide a brief
overview of the subject,
including definition of the
disease, its natural history
and a brief description of the
properties of the etiological
agent. Also included are
important aspects of the
epidemiology and
pathogenesis of each
disease. Salient clinical
signs  and  pathological
features also are noted, as
well as factors that affect
severity of disease or the
prognosis. Newer diagnostic
methods are included in
most  discussions.  Also
included, where appropriate,
are current views on
prevention and control,
including vaccines or vector
control

Fuente: adaptacion de estructura de sistematizacion sugerida (ver anexo 8).

12.1 Tipos de fuentes

- Libros
- Articulos cientificos
- Articulos de revision

- Tesis de grado

- Fuentes oficiales (Ministerio de Educacion y Ministerio de salud, ESSCAP).
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12.2 Criterios de inclusién

Para los criterios de inclusion se utilizaron un total de 287 documentos entre los que se
cuentan libros, articulos, tesis y otros, sin embargo, de estos se incluyeron 106 en la base de
todo el documento y finalmente, para la realizacion de la discusién y las conclusiones. Para
su seleccion se establecieron criterios claves que determinaron la pertinencia o no de los

mismos para los objetivos del trabajo.
Estos criterios se centraron en:

- Textos que incluyen las palabras clave

- Textos en espafiol, inglés y portugués

- Textos académicos que incluyen métodos diagnosticos de E. canis, principalmente.

- Textos que incluyeran conceptualizacién del tema, datos de interés, que podian
incluso no pertenecer exclusivamente al campo bacterioldgico, sino también,
estudios veterinarios, humanos, factores climaticos y demas, que incluyeran la

enfermedad como foco de interés para sus estudios.

12.3 Localizacion de los estudios de investigacion

Se realizd una busqueda exhaustiva sobre literatura reproducible sobre el tema de métodos
diagndsticos de E. canis, en bases de datos electronicas, con busquedas detalladas en

revistas y/o portales relacionados, asi como busquedas de ‘literatura gris’.

12.3.1 Bases de datos

Las bases de datos bibliogréficas son compilaciones de contenido cientifico-técnico, en
donde se pueden encontrar de divulgaciones, que agrupan contenidos, que tienen como
objetivo reunir toda la creacién bibliogréfica posible sobre un area de conocimiento. Las
bases de datos consultadas que se estipulan como las més consultadas y de mayor peso
especialmente en el area de ciencias de la salud con Scopus y Pubmed, en ellas se logré
encontrar articulos académicos y cientificos, tesis y libros relacionados con la teméatica. En

55



la ilustracion 2, se puede evidenciar el proceso que se realizé frente al uso de las bases de
datos.

llustracion 2: Diagrama de flujo de inclusion de articulos

BI:TSQUEDA DE LITERATURA

Base de datos: Science Direct, Scielo, DialnetUnirioja, Elevier, Evidence, Scopus,
PubMed, Google Academics.

Criterios de inclusion: Diapnostico, Ehrlichia, zoonosis, pruebas diagnosticas,
hematologia, serologia, pruebasmoleculares.

l

Resultados combinados de la biisqueda Duplicados removidos (n=
_’. -
(n=28T) 95)
¥
Literatura filtrada por crtertos de inclision Registros excluidos en total
(titulo, rezumen palabras claves)(n= 106) (h=181)

¥

Totalde articulos utilizados para la realizacion del documento
(n=106)

Fuente: Adaptacion recopilada de la guia de normas prisma.

13. Discusion

La E. canis como enfermedad con alto potencial zoondtico, que es una enfermedad
transmitida a través de ciclos enzodtico entre garrapatas y animales, por la ineficiente
transmision transovarica de las garrapatas, se ha convertido en el centro de muchas
investigaciones, tanto por constituirse como zoondtica, como por haberse convertido en una
enfermedad reemergente y con redistribucion geografica, haciendo presencia en lugares
donde no se presentaba anteriormente y bien, ha pasado a considerarse como una
enfermedad que atenta contra la salud pablica mundial (9).

Esta relevancia en salud publica esta dada por la alta prevalencia del agente en animales y
sus garrapatas (7), aumenta la probabilidad de contagio en humanos, ademas de la

redistribucion geografica y acoplamiento a nuevos contextos del agente.
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Dentro de la literatura traida a colacion y utilizada para evidenciar las distintas pruebas
diagnosticas de la E. canis, se logra evidenciar que las pruebas ‘tradicionales’ de
laboratorio no tienen la especificidad necesaria para determinar el diagndstico de la
enfermedad (44,81), pues esta, suele confundirse con otras infecciones y/o enfermedades;
sin embargo, los estudios, investigaciones y avances van en aumento, dada la importancia
creciente que ha tomado la enfermedad a nivel mundial por los motivos anteriormente
expuestos. Sin embargo, debe decirse, ademas, que muchos de estos textos, enfocan sus
estudios en la medicina veterinaria, por lo que en este trabajo, ademas de hacer una
conceptualizacion de la enfermedad, se realizo un anélisis desde una perspectiva enfocada
en el quehacer bacterioldgico, entendiendo que como profesionales en el campo, estamos
Ilamados a aportar en el diagndstico, a sabiendas que es desde ahi, es desde donde se
previene, en gran medida, la propagacion de la enfermedad, por lo cual, se recomienda
fortalecer la investigacion en diagnostico de la enfermedad, asumiendo la escaza literatura
especializada en enfoques diagnosticos desde el area de bacteriologia y no de medicina
veterinaria como habitualmente se encuentran.

En efecto, la alerta evidente por la salud publica respecto de esta enfermedad, corresponde
no solo a los profesionales en medicina veterinaria, sino también a bacteriélogos como
puentes determinantes en la mitigacion del riesgo de contagio a nivel mundial. Aungue adn
existan vacios en el diagndstico y sea una de las propuestas finales de este documento, aqui
se pretendié proporcionar una base para mejorar el diagnéstico de la enfermedad, su

prevencion y control.

Por otra parte, entre los hallazgos mas evidentes en todo el proceso de revision literaria, se
pudo encontrar un factor determinante en la redistribucion del agente, que corresponde al
cambio climatico y factores humanos asociados a la apertura de fronteras, comercio
internacional, migracion de personas, cambios del paisaje y demas factores asociados a la
movilizacidn de personas, animales, productos y demas alrededor del mundo, lo que genera
una capacidad adaptativa y evolutiva de los artropodos que los han movilizados a
ecosistemas de los que no son propios (5).
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La prevalencia de casos en Colombia, atribuidos a distintas especies de Rickettsias y
transmitidas por garrapatas, necesita ser objeto de estudio debido a su relevancia para la
salud publica (5) y es una de las conclusiones generales que se puede encontrar en casi toda
la literatura consultada, en donde se exponen motivos similares, especialmente, por su

potencial caracter zoondtico.

En lo referente al tema de interés, que es el diagnostico clinico de laboratorio de la
enfermedad, se coincide en que los signos clinicos de la enfermedad, pueden llegarse a
confundir con otras patologias como babesiosis, distemper, hepatitis infecciosa,
leptospirosis y otras , lo que ha impedido que el diagndstico sea oportuno y definitivo, por
lo que la realizacién de pruebas especificas, como los Kits de prueba rapida basado en la
prueba Elisa (uno de los méas usados actualmente), pruebas de Inmunofluorescenciay PCR
(44).

Ademas, de que en definitiva, los autores discrepan sobre la importancia de conocer el tema
con el fin de evitar la pérdida de tiempo en procedimientos no indicados. Por tanto, es deber
de profesionales asociados, tener mejor y mas actualizado conocimiento sobre la patologia,
que posibilite diagnosticar oportunamente la enfermedad en aras de prevenir y mitigar las

probabilidades de contagio (56).

Por otra parte, y mas enfocados ya en lo relevante al tema central de esta revision de
literatura, muchos autores como Lo6pez, J, et al, Leal M, Mc Cown y colaboradores y otros,
coinciden en la importancia que tienen los métodos diagnésticos en la prevencién de la
enfermedad y precisan en la trascendencia que tiene, primero, el hemograma para
corroborar de forma més precisa la sintomatologia clinica, antecedentes de garrapatas en el
paciente y de esta forma, tener evidencia hematoldgicas para proceder a precisar en el
diagndstico. Sin embargo, y entendiendo lo confuso que puede llegar a ser el diagndstico de
la enfermedad, la técnica indirecta de ELISA y la PCR, son los métodos por excelencia
para confirmar de manera precisa la presencia de la enfermedad en los pacientes. Ahora

bien, esto no excluye a las demas pruebas de ser utilizadas en el diagnéstico, sin embargo,
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en la mayoria de casos, se usan estas, ya que arrojan los resultados necesarios para
determinar la presencia de la enfermedad a partir de hallazgos hematologicos compatibles

con E. canis —citopenias-.

Ettinger y Feldman (21), expusieron ademas, que cuando los resultados suelen ser
negativos y positivos al tiempo, es decir, negativos en su sintomatologia clinica 'y
serologica y positivos en el cuadro hematoldgico, posiblemente el paciente padezca otra
infeccion como Babesia spp., Leptospira spp y otras, con lo que el diagnéstico se dificulta
debido a que las especies de Ehrlichias no son detectadas en totalidad con pruebas

comerciales.

Entre los hallazgos con més significancia encontrados en la revision literaria, se
encuentran:

- Latrombocitopenia, como el hallazgo hematoldgico mas frecuente en pacientes
infectados con la enfermedad (81), en ese mismo sentido, Neer (51) establece un
porcentaje del 82% de casos positivos para E. canis que presentan esta alteracion
hematoldgica; aunque bien, la ausencia de trombocitopenia, no descarta tampoco la
presencia de E. canis en los pacientes (21).

- La leucopenia, es una alteracién comun entre los pacientes positivos para E. canis
(52). El bajo conteo de leucocitos se debe a la destruccién masiva de células en el
torrente sanguineo —linfocitos y monocitos- que son blanco de la E. canis (51).

- Laanemia a nivel hematoldgico, es significante puesto que la mayoria de paciente
con esta alteracidn, presentaron positividad para la enfermedad, un total de 82%
como lo estipula Neer (51), y que a su vez, desemboca en anemia no regenerativa
(52) debido a la supresion en la produccion de glébulos rojos; ademas de la

destruccion de eritrocitos debido a trastornos inmunomediados (55).
Por su parte la baja de las 3 lineas celulares: glébulos blancos, glébulos rojos y plaquetas,

ha mostrado especial trascendencia debido a la frecuente presencia de pancitopenia (81),

gue es comun entre los pacientes en fase cronica de la enfermedad (30). Concluyéndose
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que los signos inespecificos en fase aguda son latentes y por ello la dificultad evidente de
diagnosticar oportunamente la enfermedad (1). En este sentido, los hallazgos de
alteraciones hematoldgicas como pancitopenia, trombocitopenia y anemia, son clave en el

diagndstico oportuno de la E. canis (50).

Por su parte, los autores consultados, en su 90%, tienen un enfoque clinico veterinario,
cuyo fin ultimo es el tratamiento de la enfermedad. De los 106 articulos utilizados, 28 de
ellos, es decir el 26,42%, dedican al menos un capitulo o apartado de su trabajo para
abordar algunas técnicas de diagnostico, en donde prevalece la prueba ELISA, la PCR y los
kits comerciales de prueba rapida de E. canis, un tema, que a pesar de no ser el tema central
del 100% de los textos, en todos se estipulan por lo menos, grosso modo, una o varias de

las técnicas diagndsticas.

De los 28 trabajos que contienen en su indice, las pruebas diagnosticas como uno de sus
temas centrales, 17 de ellos, es decir, el 16,04% del total de trabajos, estipulan la necesidad
de mejorar en las técnicas de diagndstico, entendiendo la dificultad reinante en el proceso,
puesto que las pruebas de laboratorio no son lo suficientemente especificas y sensibles en la
deteccidn de las distintas especies de Ehrlichias, por lo que se puede llegar a confundir el
diagnostico con otras infecciones relacionadas, por lo que su tratamiento es dificil y su
propagacion cada dia mas acelerada. Sin embargo, de todos los trabajos consultados, solo 1
de ellos (46) tuvo un enfoque bacterioldgico netamente enfocado en los procesos
diagnosticos, sin embargo su vigencia estd un poco obsoleta a la fecha, por lo que este

trabajo tiene peso para los profesionales en bacteriologia con enfoques veterinarios.

Por otro lado, de la totalidad de trabajos, el 12,26% de ellos, estipulan como relevante el
caracter zoondtico y la afeccion que esta tiene en la salud humana, por lo que se hace
especialmente necesario establecer criterios diagnosticos mas precisos para que esta no se

convierta en un problema peor de salud publica a mediano y largo plazo.
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llustracion 3: Diagrama de documentos utilizados

Total de documentos utilizados (n=106)

\ 4

Documentos abordan métodos Documentos abordan la necesidad de
diagnosticos de Ehrlichia canis (n=28) mejorar métodos diagnosticos (n=17)

\ 4
Documentos enfoque especificamente
bacteriolégico (n=1)

Fuente: Adaptacién recopilada de la guia de normas prisma.

De esta manera, y como ya se ha dicho, se evidencia la importancia que se le debe dar al
diagndstico de la E. canis, a partir de las manifestaciones clinicas, los hallazgos
hematoldgicos y las pruebas diagndsticas como herramientas definitivas en la prevencion

de futuros contagios de la enfermedad.

De esta forma, se evidencia la importancia del diagnostico, basado en las manifestaciones
clinicas, alteraciones hematoldgicas y las pruebas diagnésticas, como una herramienta
definitiva y de valor absoluto en la prevencion de futuros contagios, asi como también el

tratamiento oportuno y adecuado para los animales ya contagiados.

En cuanto a lo relevante para este trabajo, los hallazgos hematolégicos mas comunes y
consistentes en la E. canis, son la trombocitopenia, la anemia no regenerativa y la

pancitopenia (10).

En la fase aguda es comun la leucopenia y la anemia moderada; en la fase subclinica, la
trombocitopenia es moderada pero es un hallazgo significativo para el diagndstico de la

enfermedad. Durante la fase cronica, se evidencia trombocitopenia severa, leucopenia y
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anemia no regenerativa, sin embargo en esta fase, la pancitopenia severa ocurre como

resultado de una médula dsea hipocelular suprimida (10).

Todo lo presentado en este documento permite inferir que existe la necesidad mejorar en
técnicas diagnosticas que permitan atender oportunamente a los pacientes y evitar, asi, su

propagacién a otros animales y humanos.
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14. Conclusiones y recomendaciones

En los documentos consultados mediante el analisis bibliografico, se encuentra que la E.
canis, es una enfermedad de distribucion mundial y reemergente (6), que afecta a la mayor
parte de mamiferos y se convirtié en una enfermedad zoonética que puede afectar a los
humanos (30), que cuenta con muchos procedimientos diagndsticos pero estos son
limitados e impiden el diagnostico oportuno de la enfermedad. Por lo cual, el rol de los
profesionales en Bacteriologia es trascendental, al vincularlo directamente con el apoyo
diagnostico mediado por el trabajo interdisciplinario; entendiendo que las técnicas
utilizadas para la confirmacion de la E. canis posibilitan el tratamiento de esta y evitan, a su

vez, la propagacion de la infeccidn.

En esta revision sistematica de literatura se encontrd que la presencia de la infeccion en las
muestras de sangre, es la prueba de la alta prevalencia de estos agentes, entendiendo que
autores como Mc Cown, Ettinger y Fieldman, Lépez, et al., y otros argumentaron como
inespecificos los signos clinicos de la enfermedad, especialmente en la fase aguda; ademéas
se asumen la E. canis como una enfermedad de alta propagacion a otros animales y
humanos, para lo cual, se deben tener parametros que frenen su alcance e impidan la

infeccion en humanos y que disminuyan asi su riesgo potencial para la salud publica.

De acuerdo con los resultados de los documentos consultados, se concluye que el
diagndstico de la E. canis debe hacerse a traves de métodos diagnosticos especificos y sus
respectivos hallazgos hematolégicos, seroldgicos y/o moleculares, y no Unicamente basado
en la descripcidn de los signos clinicos evidentes, puesto que su inespecificidad posibilita
que esta sea confundida con otras enfermedades o infecciones semejantes, por ello, su
diagnostico correcto debe basarse en un correcto y detallado analisis de la anamnesis y la

interpretacion de pruebas sanguineas para un correcto diagndstico (21).

En este trabajo de revision sistematica de literatura se logra evidenciar vacios en términos
de diagnostico de la enfermedad, por lo cual es evidente la necesidad de fortalecer las
investigaciones y nuevos avances que permitan la caracterizacion de la E. canis de forma

mas rapida, impidiendo que sus efectos y propagacion aumenten de forma considerable, asi
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como la mitigacion de las zoonosis, enfermedades Rickettsiales y demas asociados desde el
quehacer de profesionales en Bacteriologia (96). De igual manera se encuentra coincidencia
en que se debe recalcar la importancia de generar mayores estudios que posibiliten
fortalecerlos conocimientos sobre la E. canis, una enfermedad que dia a dia se propaga con
maés facilidad debido a factores asociados a la vida humana, econdémica, agropecuaria y
habitacional y con ello, fortalecer el interés de los bacteridlogos por promover los analisis

clinicos veterinarios para responder oportunamente a esta amenaza emergente (102).

En cuanto a la relacion de la enfermedad y su caracter reemergente, con esta revision
sistematica se cumple con el objetivo general del trabajo, sobre desarrollar una revision
orientada al diagndstico de laboratorio de la E. canis, a través del cumplimiento de los
objetivos especificos. Ya que el trabajo articulado permitié hacer una conceptualizacion de
lo que es la enfermedad, sus agentes, vectores, formas originales y redistribucion de esta,
incluidos sus factores detonantes, para después, ultimar sobre los criterios diferenciales de
la enfermedad tanto en signos clinicos como en hallazgos hematoldgicos, seroldgicos y

moleculares, al concebir que su diagnostico se limita por la incapacidad diagnostica.

De acuerdo con la informacion cientifica hallada, el diagnéstico y sus deficiencias, ha sido
el detonante para que se confunda la E. canis con otras infecciones similares y no se le dé el
tratamiento adecuado, ademas de acelerar su distribucion, lo que ha derivado en un

problema de salud publica (69).

El estudio de los textos consultados para su posterior analisis, permite recomendar a los
profesionales en Bacteriologia dar mayor trascendencia a los procesos diagndsticos de
enfermedades con caracter zoon6tico como la E. canis, ya que pueden llegar a afectar la
salud humana y animal debido al desconocimiento de su diagnéstico de forma rapida. En
este sentido un diagndstico oportuno se convierte en un mecanismo para frenar sus
posibilidades de propagacion, asumiendo que el vector tiene gran adaptabilidad a
condiciones geogréficas que no le son propias, por ello, su caracter reemergente.
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Anexos

1. Tabla 1: Taxonomia de la E. canis

Dominio Bacteria

Filo Proteobacteria
Clase Alphaproteobacteria
Orden Rickettsiales
Familia Anaplasmataceae
Género Ehrlichia

Especie Ehrlichia canis

Fuente: Adaptacion de NCBI Taxonomy, 2019

2. Tabla 2: Clasificacion por géneros de la Ehrlichia.

GRUPO 1 GRUPO 2 GRUPO 3 GRUPO 4
Anaplasma marginate. E. canis. Neorickettsia La especie Wolbachia
Anaplasma centrate. E. chaffensis. Helminthoeca. Pipientis serd el nico
Anaplasma caudatum. E. ewingii. Ehrlichia Risticii. miembro del género
Ehrlichis Phagocytiphila E. muris. Ehrlichia Sennetsu (N. Wolbachia

(hoy Anaplasma
phagocytophilum).
Ehrlichia Bovis
(Acutalmente Anaplasma
Bovis).
Ehrlichia Platys (Hoy
Anaplasma Platys).

Cowdria Ruminantium
(Hoy Ehrlichia
ruminantium).

Risticii y N. Sennetsu).

Fuente: Adaptacion de la tesis expuesta por Craig (23).

3. Tabla 3: Epidemiologia de la enfermedad en cada fase

FASE

EVIDENCIA TRAS
CONTAGIO

DURACION

SIGNOS CLINICOS
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AGUDA 2 a 3 semanas tras el | 14 a24dias sintomas inespecificos
. y transitorios
contagio
e Anorexia
e Petequias
e Equimosis.
e Linfadenopatia,
e  Secrecion oculonasal
e Disnea
e Hepatomegalia
e Meningoencefalitis
SUBCLINICA 6 a 8 semanas tras su | De 1 a4 meses e | Seagudizan los signos de la fase
contagio incluso hasta 5 | aguday se presentan ademas:
afios e Fiebre
e  Adenopatia
generalizada
Leucopenia
e Trombocitopenia
CRONICA Es la ultima fase de la | Puede durar | Se deteriora la produccion de
o .| elementos sanguineos debido a
enfermedad y surge tras | muchos afios (sin hi . ;
ipoplasia de la medula dsea.
un empeoramiento en el | precision ain) e e Trombocitopenia.
sistema del paciente incluso llevar a la  Hemorragias
e Linfadenopatias.
muerte. e  Esplenomegalia
e  Signos neuroldgicos
e Anemiano
regenerativa
e Debilidad, depresiény
petequias

Fuente: Adaptacion de la informacion recopilada en distintos autores: Duracién (25). Signos clinicos (9).

4. Tabla 4: Pruebas diagndsticas y hallazgos en las distintas fases de la

enfermedad
FASE SIGNOS CLINICOS PRUEBA HALLAZGOS
DIAGNOSTICA
AGUDA Fiebre, anorexia, Microscopia, IFA o Anemia nomocitica,
vOomito y hemorragias PCR. leucopenia con
desviacién a
tras 1 a 4 semanas del S
laizquierda y
contagio. trombocitopenia.
SUBCLINICA Sangrado, debilidad, IFA, ELISA, PCR. Anemia no
mucosas palidas, regenerativa,
anorexia, tras6 a9 leucopenia y

semanas del contagio.

trombocitopenia.

78




CRONICA Epistaxis y petequias PCR 0 ELISA Pancitopenia.
tras meses o afios del
contagio Meses o

incluso afos

Fuente: Elaboracién propia. Signos clinicos (9, 21). Pruebas diagndsticas (33). Hallazgos (34)

5. Hustracion 1: Ciclo de las garrapatas.

1 Copulacion (por lo general el macho .
muere).

( ) 2.La hembra deposita alrededor de 4000
huevos.

3. Tras 19 a 60 dias de incubacion, los
huevos eclosionan.

hesesse

4. Primero son larvas, que se almentan de
( > un animal y mutan su forma corporea y
caen de su huésped para convertirse en
ninfas.

5. La ninfa se adhiere a otro huespedy
cambia de color y forma corporal y vuelve

a caer para convertirse en adulto —hembra
omacho-.

Fuente: Adaptacion tesis de Leal (9) y Bustos (38)

6. Tabla 5: Caracteristicas de los métodos diagnosticos

METODO DETECCION SENSIBILIDAD/ESPECIFICIDAD
MICROSCOPIA Presencia del agente Sensibilidad: 70,1%
Especificidad: 51%
ELISA Valoracion de los estimulos y Sensibilidad: 96,2%
las respuestas inmunitarias, Especificidad: 97,7%

exposicion del vector

79



IFA Deteccidn de anticuerpos 1gG y
confirmacién de la exposicion

del patégeno

Sensibilidad: 90-100%
Especificidad: 80%

PCR Presencia del agente, es decir,
detecta la infeccién activa y los
microorganismos
existentes/Analisis del gen 16S
Rrna.

Sensibilidad: 33,3%
Especificidad: 100%

Fuente: Adaptacion informacion recopilado sensibilidad y especificidad (44, 61, 62, 71, 78).

80



7. lustracion de métodos diagndsticos

PRUEBAS
DIAGNOSTICAS

Ehrlichia Canis

Para el diagnoéstico de la enfermedad es necesario contar
tanto con las pruebas serolégicas, como con las pruebas de diagndstico
directo que posibilitan la identificacién y diferenciacién de especies
de Ehrlichia

Hemo?rama,

Se realiza extraccion de sangre de la .
vena cefdlica anterior y se almacena

en viales EDTA al 10% con =
anticoagulante, llenado en 2/3 partes y

se homogeniza invirtiéndolo

ligeramente entre 5 a 10 veces y

procesada 20 minutos después, o ser

refrigerada por 24 horas a una

temperatura de 4°C.

froquinica
Sanguinea,

-/ Se extrae sangre de la vena yugular o
cefélica y se deposita en un tubo sin
‘ anticoagulante en 2/3 partes, se
centrifuga a 3000 revoluciones durante
10 minutos para la obtencién del suero;
o se refrigera a 4°C, por no mas de 24
horas.

————

ganguinec-

La muestra se toma obteniendo V2
sangre fresca, en lo posible sin 5
anticoagulante para no

distorsionar las células y se

procede a realizar la prueba que

puede ser a través de dos métodos:

1. Método de portaobjetos.

2. Método cubreobjetos.




mxrogzcopéa, c/u*ed’,'a,
La microscopia directa con
tincién de Giemsa o Diff Quick

se realiza mediante el examen
de la capa leucocitaria tomada
de una muestra de sangre
periférica. O bien, a través del
aspirado con aguja fina a

partir de nddulos linfaticos y
biopsia de nédulos linfaticos. (

Inmunoflusrepcencia

Puede ser directa o indirecta.

La muestra se toma por venopuncién
de la vena cefélica y se deposita en un
tubo de ensayo sin anticoagulante
para ser procesada inmediatamente o
congelada a -20°C.

La muestra se realiza extrayendo de 1a
5 ml de sangre de la vena safena,
cefélica o yugular con agujas
desechables y se almacenan en tubos o
envases vacutainer con anticoagulante
EDTA y se refrigeran a 4°C hasta su
procesamiento, no mayor a 24 horas.

ELish

La muestra se obtiene por venopuncién
de la vena cefalica, extrayendode1a 3
ml de sangre y se procesa segtin la
-/ prueba que se vaya a utilizar.

Sangre completa: en tubo sin

) anticoagulante para su procesamiento
inmediato.
Suero: se obtiene sin anticoagulante y se
deja coagular hasta la retraccién del
coagulo en posicién de 30° por 30 a 60
minutos.
Plasma: obtenido por centrifugacién de
la muestra con anticoagulante a 3000
r.p.m durante 10 a 15 minutos o
conservado a temperatura de 4°C entre 2
03 dias y a temperatura de 20°C para
mayor tiempo.
0 bien, los kits de prueba rapida.
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TESIS Y TRABAJOS\SISTEMATIZACION MARIANA.docx
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9. Gréficos

Fuentes consultadas vs Fuentes utilizadas

Fuentes consultadas y empleadas

Libras Consultadas

Libras Ublizadas

Mrtfculos cientifioos Consultadas

Articulos cientificos seleccionados

Articulos revistas alectranicas Consultados
Articulos revistas electronicas seleccionados
Trabajos de grado Consultados

Trabajos de grade Utilizadas

Fumntes oficiales Consultados

Fuentes oficiales Utileadas

Fuente: Adaptacion recopilada de la guia de normas prisma.

2: fuentes bibliograficas de mayor uso

14

a7

1z

Fuentes biblograficas de mayor uso

100
80
60

Numero

40
20
0

Articulos ,
cientificos Articulos Arti
- rticulos
Consultados c|enF|ﬁcos revistas
seleccionados V', -
electronicas

Consultados

Tipos de fuentes

Fuente: Adaptacion recopilada de la guia de normas prisma.

Articulos
revistas
electronicas
seleccionados
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10. lustracion 2: Diagrama de flujo de inclusion de articulos

BUSQUEDA DE LITERATURA

Base de datos: Science Direct, Scielo, DialnetUnirioja, Elsevier, Evidence, Scopus,
PubMed, Google Academics.

Criterios de inclusién: Diagnostico, Ehrlichia, zoonosis, pruebas diagnosticas,
hematologia, serologia, pruebas moleculares.

y

Resultados combinados de la bas i i =
queda Duplicados removidos (n
(n=287) ” 95)
Literatura filtrada por criterios de inclusion Registros excluidos en total
(titulo, resumen, palabras claves) (n= 106) (n=181)

\ 4
Total de articulos utilizados para la realizacion del documento
(n=106)

Fuente: Adaptacion diagrama de flujos guia de normas prisma 2009

11. lHustracion 3: Diagrama de documentos utilizados

Total de documentos utilizados (n=106)

v

Documentos abordan métodos Documentos abordan la necesidad de
diagnosticos de Ehrlichia canis (n=28) mejorar métodos diagndsticos (n=17)

\ 4
Documentos enfoque especificamente
bacteriologico (n=1)

Fuente: Elaboracidn propia.
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