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EVALUACION DEL EXAMEN HEMATOLOGICO EN EL DIAGNOSTICO
DE EHRLICHIOSIS CANINA

EvaLuaTioN oF THE HEMATOLOGY TEST IN THE DiAGNOSIS OF CANINE EHRLICHIOSIS

LuisHoyos S.%, Olga Li E.}, Arnaldo Alvarado S.%, Francisco Suarez A2y
Diego Diaz C.:3

REsUMEN

Se determind el grado de concordanciaentre el examen hematolégicoy lapruebade
ELISA directa en el diagnéstico de ehrlichiosis canina. Se emplearon 77 muestras de
sangre de perros con signos clinicos compatibles a ehrlichiosis caninay 20 controles
clinicamente normales que fueron obtenidos en la Clinica de Animales Menores de la
Universidad Nacional Mayor de San Marcos. Se encontré un 84.7 + 11.0% de grado de
concordancia mediante la prueba de Kappa. Asi mismo, se determiné que la
trombocitopenia, leucopenia, anemiay el antecedente de contacto con garrapatas tuvie-
ron una relacién significativa con la presencia de la enfermedad (p<0.05). Se concluye
que el examen hematol 6gico esmuy importante en el diagnéstico delaehrlichiosiscanina
y que el ELISA directo es unaexcelente prueba confirmatoria.

Palabrasclave: Ehrlichia canis, examen hematoldgico, trombocitopenia, prueba di-
rectade ELISA

The present study evaluated the level of agreement between the hematology test
and the direct ELISA assay for the diagnosis of canine ehrlichiosis. It was used 77
samplesfrom dogswith clinical signs compatible with canine ehrlichiosisand 20 control
samples from the Hospital of Small Animals of the Veterinary Medicine Faculty, San
Marcos National University. The results showed 84.7 + 11.0% of concordance by the
Kappa test. Likewise, the thrombocytopenia, leukopenia, anemia and history of tick
infestation were significantly related (p<0.05) to clinical evidence of the disease. The
results revealed that the hematology test was important in the diagnosis of canine
ehrlichiosis and that the direct ELISA was an excellent confirmatory test.

Key words: Ehrlichia canis, hematology, thrombocytopenia, direct ELISA assay
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INTRODUCCION

Laehrlichiosis canina es una enferme-
dad rickettsia causadapor microorganismos
del género Ehrlichia ., teniendo como prin-
cipal agente a Ehrlichia canis, microorga
nisSmo gram negativo, intracelular obligatorio,
cocoide o pleomorfico, € cua tiene como
células blanco a monocitos, macréfagos y
linfocitos. En sangre periférica se observan
en agrupaciones bacterianas intracitoplas-
maéticas denominadas “formas densas’ (0.2-
0.4 mm) y “formas ligeras’ (0.8-1.5 mm),
siendo éstas Ultimas asociadas a cepas de
mayor patogenicidad. Estabacteriaestrans-
mitida por  Riphicephalus sanguineus o
garrapata parda del perro, cuyo mayor im-
pacto se presenta en épocas calurosas (pri-
maveray verano) (Harrus et al., 1999).

Desde su deteccion en Argelia por
Donatieny Lestoquard en 1935, E. canisse
ha digribuido a nivd mundid incluyendo a
| os paises sudamericanos (Pérez et al., 1996;
Lopez et al., 1999; Aguirre et al., 2004,
Rodriguez-Vivas et al., 2005). En estos Ulti-
mos afios, se encontrd una seroprevaencia
del 16.5% para E. canis en tres distritos de
Lima (Adrianzén, 2002).

La hematologia representa una herra-
mienta de gran utilidad para € diagnostico
delaehrlichiosis canina, debido aquelabac-
teriay las ateraciones mas importantes de
la enfermedad se evidencian a nivel sangui-
neo (Ettinger, 1992; Greene, 1997). Recien-
temente, se han disefiado pruebas serol 6gicas
répidas para la deteccion de anticuerpos de
diversos microorganismos rickettsiales, en-
treelosE. canis, las cuales son defécil rea
lizaciony adecuadasparauso clinico (IDEXX
Laboratorios, 2002). El avance en lainvesti-
gacion ha contribuido a mejorar las técnicas
diagndsticas paraestaenfermedad, detectan-
dose secuencias especificas del gen ADN
ribosdmico 16S del microorganismo causd,
mediante técnicas como la reaccion en ca
denadelapolimerasaanidada (Nested PCR)
(Pérez et al., 1996; Breitschwerdt et al.,
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1998; Kordick et al., 1999; Unver et al., 2001)
y RT-PCR (Yu et al., 2000; Unver et al.,
2003). El inconveniente para la redizacion
de estas pruebas con fines diagnosticos es el
econémico, aunque es plenamente justifica-
ble con finesdeinvestigacion (Greene, 1997).

Ladistribucién de los microorganismos
de la Familia Anaplasmataceae (Ehrlichia
., Anaplasma sp. y Neorickettsia sp.) en
el pais esalin desconocida; dedli qued pre-
sente estudio tuvo por objetivo hallar € grado
de concordancia (estadistico de Kappa) en-
tre lahematologiay latécnicande ELISA di-
recta (deteccion de anticuerpos contra E.
canis) en € diagndstico de Ehrlichiosis cani-
na, paraconocer s lahematologiaes (til para
detectar |aenfermedad, debido asu bagjo cos-
to; asi mismo determinar S los perros con
ehrlichiosis en la zona bgo estudio eviden-
cian anticuerpos contra E. canis (0 especies
del género Ehrlichia sp.), u otros géneros,
tales como e Anaplasma.

M ATERIALES Y M ETODOS

El presente estudio fue realizado en €
L aboratorio de Patologia Clinicadela Facul-
tad de Medicina Veterinaria de la Universi-
dad Naciona Mayor de San Marcos (FMV-
UNMSM). Se utilizaron 97 perros (77 con
sgnos clinicos compatibles con ehrlichiosis
caninay 20 aparentemente normales), pro-
venientesdelaClinicade AnimalesMenores
de la FMV-UNMSM. Los 20 animales del
grupo control fueron utilizados como grupo
referencial para |os parametros sanguineos
normales en los caninos, adiciond alos ran-
gos referenciales establecidos para la espe-
cie (Benjamin, 1991).

Se elabord una ficha clinica para cada
animd, indicando los datos generales (sexo,
edad, raza), asi como e antecedente de ga-
rrapatas 'y laevaluacion clinicacompleta. Se
colectaron de 2 ml de sangre de la vena
cefdlica en frascos con EDTA paralaredi-
zacion dd examen hematoldgico completo,
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seguidade ladeteccién de anticuerpos contra
E. canismediante lapruebade ELISA direc-
to. Las muestras fueron colectadas y proce-
sadas entre enero del 2002 y noviembre del
2004. Los perros considerados con ehrlichiosis
canina debian presentar signos clinicos
inespecificos (depresion, fiebre, anorexia, pér-
didade peso, esplenomegdliay linfadenopatia)
y especificos (epistaxis, petequias, equimos's,
eritema, hifemay hematuria).

En & examen hematoldgico, las mues-
tras se procesaron siguiendo los protocolos de
Benjamin (1991), comparando |os resultados
con los rangos referenciales de la serie
eritrocitica (5.0-8.0 x 108/U), serieleucocitica
(9.0-12.0 x 103/M) y serie trombocitica (200-
400 x 10°/pl) paracaninos. Losanimaescon-
siderados como positivos al examen
hematol6gico debian presentar trombo-
citopenia, pudiendo estar asociada con ane-
mia o leucopenia. Los animales considerados
como negativos no debian manifestar
trombocitopenia (pudiendo encontrarse solo
anemiao leucopenia). En las muestras de san-
gre se evallo la presencia de inclusiones
intracitoplasméticas (formas densasy ligeras)
en leucocitos, compatibles con bacterias del
género Ehrlichia. Paraladeteccidn serolégica
de anticuerpos contra E. canis e utiliz6 una
prueba comercial, basadaen latécnicadirec-

ta de ELISA (Snap 3DX de Laboratorios
®IDEXX). Esta prueba cualitativa utilizé un
conjugado especifico para caninosy sangre
con anticoagulante (EDTA) o suero sangui-
neo (IDEXX Laboratories, 2002).

Los datos obtenidos fueron utilizados
para hallar €l grado de concordancia entre
el examen hematoldgico y la técnica de
ELISA directa, mediante & andlisis estadis-
tico de Kappa. Se utilizd la prueba de chi-
cuadrado para determinar la existencia de
diferencia significativa entre las variables
sexo, edad, raza, presencia de trombo-
citopenia, leucopeniay anemia, y antecedente
de garrapatas en relacion a la presencia de
laenfermedad. Ademaés, sedetermind lapro-
bable asociacion entre la raza Pastor Ale-
many razasnérdicas (Samoyedoy Siberiano)
con la evidencia de sangrados. Findmente,
sedeterminaron lasfrecuencias de citopenias
y signos clinicos halados en los animaes
positivosy negativos ala prueba serol dgica.

REsuLTADOS

El grado de concordanciaentre el exa-
men hematoldgico y la técnica indirecta de
ELISA fuede84.7 + 11.0%, con un interva:
lo de confianza del 95%.

Figura 1. Sangre periférica. Linfocitos infectados con (a) tres “formas densas” y (b) multiples
“formas densas” de Ehrlichia canis (x1600)

Rev Inv Vet Per( 2007; 18 (2): 129-135

131



L. Hoyoset al.

Cuadro 1. Distribucion de 77 muestras seropositivas a Ehrlichia canis en caninos segun €
sexo, edad, raza, trombocitopenia, leucopenia, anemia y antecedente de
garrapatas (2002 -2004)

Perros positivos
Variables Muestreados po It

(n) n %
Sex Macho 59 43 72.9° 11.3
0 Hembra 18 15 83.3 17.2
< 2 afios 20 13 65.0° 20.9
Edad 2 - 4 aiios 31 25 80.6 13.9
> 4 afos 26 20 76.9° 16.2
Pastor 15 13 86.7° 17.2

Raza Aleman

Otras Razas 62 45 72.6% 11.1
Trombocitopenia No 14 1 . 135
P Si 63 57 905 7.3
. No 3R 18 56.3 17.2
L eucopenia Si 45 40 88.9° 9.2
: No 10 3 30.0° 28.4
Anemia Si 67 55 821" 9.2
Antecedente de No 55 38? 69.1 12.2
Garrapatas Si 22 20° 90.9 12.0

! Intervalo de confianza del 95%
ab | etras diferentes dentro de variables indican diferencia significativa (p< 0.05)

Discusion

El grado de concordanciaencontrado en
el presente estudio entre el examen
hematol6gico y la técnica directa de ELISA
(84.7 £ 11.0%), es considerado como muy
bueno. Este alto grado de concordanciaindi-
caque en d medio, € examen hematol 6gico
es de gran utilidad para € diagnéstico de

La distribucion numérica 'y porcentual
de las muestras seropositivas en base a las
variables bgo evaluacion se muestra en €
Cuadro 1.

Las 13 muestras seropositivas a
Ehrlichia canis de perros Pastor Aleman
(raza susceptible) tuvieron signos
hemorrégicos en € 65.5 + 26.5% de los ca-
sosen relacion al 48.9 + 14.6% en 45 mues-
trasde otrasrazas. Por otro lado, las 6 mues-

tras seropositivas (100%) de perros de razas
nordicas (Siberian-Husky y Samoyedo) mos-
traron signos hemorrégicos en comparacion
al 46.2% en 52 muestras de otras razas.

Lafrecuenciade los signos clinicos en-
contrados en los animal es eval uados es pre-
sentada en € Cuadro 3, donde resdltan los
signos hemorrégicos caracteristicos de la
ehrlichioss canina.
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ehrlichiosis canina. Aunque la inmu-
nofluorescencia indirecta para anticuerpos
(IFA) es consideradalaprueba“ Estandar de
Oro” parala éhrlichioss (Ettinger, 1992), la
técnicade ELISA directa utilizadaen € pre-
sente estudio, constituye unaexcelente prue-
ba para el diagnéstico confirmatorio de
ehrlichiosis canina causada por especies del
género Ehrlichia sp. (Rodriguez-Vivaset al.,
2005). Se sabe que este género posee un gru-
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Cuadro 2. Frecuencias de citopenias en 77 muestras seropositivas a Ehrlichia canis en
caninos, como resultado de la prueba de ELISA directa (2002-2004)

Citopenia Positivo Negativo

n % I.C! n % l.C.!
Pancitopenia 37 94.9 35 2 51 6.9
Trombocitopeniay anemia 15 93.8 7.6 1 6.3 11.9
Trombocitopeniay leucopenia 3 60.0 317 2 40.0 42.9
Trombocitopenia 2 66.7 40.1 1 33.3 53.2
Anemia 1 111 124 8 88.9 20.5
Anemiay leucopenia 0 0 0 1 100.0 0
No citopénicos 0 0 0 4 100.0 0

" Intervalo de confianza del 95%

Cuadro 3. Frecuencia de signos clinicos encontrados en 77 casos compatibles con
ehrlichiosis canina frente a la presencia de anticuerpos contra Ehrlichia canis

(2002-2004)

Signo Clinico Positivo Negativo

n % l.ct n % IC!
Epistaxis 11 100.0 0 0 0 0
Equimosis 12 92.3 11.3 1 77 145
Postracion 9 818 20.5 2 182 257
Linfadenomegdia 4 80.0 24.7 1 200 351
Petequias 11 786 16.3 3 214 213
Pérdida de peso 18.3 783 13.5 5 21.7 16.9
Mucosas pdlidas 13 765 12.2 4 235 20.3
Melena 3 75.0 32.3 1 250 424
Fiebre 30 732 9.8 11 268 136
Depresion 36 70.6 8.3 15 294 125
Vomitos 5 714 26.6 2 286 336
Anorexia 31 68.9 7.9 14 311 135

!Intervalo de confianza del 95% y 0.05 de nivel de significancia

Rev Inv Vet Pert 2007; 18 (2): 129-135 133



L. Hoyoset al.

po de proteinas de membrana externa de 30
kDa (p30) (Unver et al., 2003), las cuaes
han sido recombinadas y utilizadas para la
deteccion mediantee ELISA directo. Por otro
lado, las bondades del examen hematol 6gico
parad diagndstico de esta enfermedad tiene
una importancia principamente econémica,
yaque € diagnostico es de bgjo costo, com-
parado con € costo de la prueba comercid
de ELISA.

L asalteracioneshematol 6gicas(trombo-
citopenia, leucopeniay anemia) son frecuen-
tes en los casos de ehrlichiosis canina
(Ettinger, 1992). En & presente estudio se
obtuvo que e 90.5+ 7.3%, € 889+ 9.2%y
el 82.1 £ 9.2% de los casos con trombo-
citopenia, leucopenia y anemia, respectiva
mente, evidenciaron anticuerpos contra E.
canis. Esto indica, ademés, que en € medio,
el principal agente causal pertenece a géne-
ro Ehrlichia, teniendo aE. caniscomo labac-
teriamayormente involucrada, deduccidn rea-
lizada en base alos signos clinicosy halazgo
de inclusiones intracitoplasméticas (formas
densas y ligeras) en leucocitos circulantes
(Fig. 1). Este dato es de gran importancia
para la Salud Publica, ya que las bacterias
del género Ehrlichia, incluyendo aE. canis
son causales de infeccién en humanos (Pérez
et al., 1996).

El antecedente clinico de contacto con
artropodos fue estadisticamente significativo
en perros seropositivos, 1o que confirma €
rol del Ripicephalus sanguineus como
vector de agentes microbianos causantes de
laehrlichiosis canina, ampliamente reportado
por otros autores (Harrus et al., 1999).

Dentro de las citopenias observadas, la
pancitopenia fue la de mayor relevancia, ya
que de los 37 perros pancitopénicos, € 94.9
+ 3.5% evidenciaron anticuerpos contra E.
canis. Ademas, los cuadros bicitopénicosfue-
ron también frecuentes, ya que de 16 perros
con hicitopenia (trombocitopenia y anemia)
el 93.8 + 7.6% fueron positivos a anticuerpos
contra E. canis. Estos resultados son impor-
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tantes para € diagndstico hematoldgico, ya
gueindican que un animal con signos clinicos
compatibles a ehrlichioss canina, que mani-
fieste pancitopenia bicitopenia (tromboci-
topeniay anemia), es muy probable que esté
cursando con la enfermedad. Datos simila-
res han sido reportados por otros autores
(Ettinger, 1992; Greene, 1997).

Finalmente, la evaluacion de las razas
indicd que € Pastor Aleman, asi como las
demas razas (incluyendo los cruces), no evi-
denciaron diferencia significativa respecto a
la presencia de anticuerpos contra E. canis;
es decir, racidmente, los animales tienen la
misma probabilidad de sufrir lainfeccion por
E. canis. Ademés, se encontr6 que e Pastor
Aleman tampoco evidencio diferencias res-
pecto a la manifestacion de signos
hemorragicos (epistaxis, equimoss, petequias,
etc.), a diferencia de los caninos de razas
nordicas (Siberiano y Samoyedo), los cuaes
en un 100%, evidenciaron cuadros
hemorrégicos, principa mente epistaxisy equi-
mosis. Estos resultados pueden ser explica
dos debido aque posiblemente €l Pastor Ale-
mén loca sehacruzado con animalesdeotras
razas, lo que quizés ha modificado su res-
puesta inmune haciéndolos menos vulnera-
bles frente a microorganismos del género
Ehrlichia

? Debido a grado de concordancia (84.7
+ 11.0% & examen hematol6gico es de
gran utilidad en el diagndstico de la
ehrlichiosis caninaen € pais, teniendo a
la técnica directa de ELISA como una
prueba confirmatoria

? La presencia de trombocitopenia,
leucopenia 'y anemia, asi como € ante-
cedente de garrapatas, son de gran im-
portanciaen € diagnéstico hematol 6gico
y clinico, respectivamente, en casos con
sospecha clinica de ehrlichiosis canina
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