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RESUMEN

La Anaplasmosis canina es una enfermedad rickettsial zoonética causada por bacterias intracelulares
obligatorias gram negativas siendo Anaplasma phagocytophilum, responsable de la Anaplasmosis
Granulocitica Canina (AGC) y Anaplasma platys causante de la Trombocitopenia Ciclica Infecciosa
Canina (TCIC) y que son transmitidos por la mordedura de garrapatas Ixodes spp. y Rhipicephalus
sanguineus, respectivamente. En nuestro pais existen pocos reportes de estos agentes en perros, mas si
hay evidencia de la garrapata vector. El objetivo de este estudio fue determinar Anaplasmosis canina
mediante el hallazgo hematolégico (evidencia de corpisculos de inclusion o moérulas mads
trombocitopenia) y presencia de anticuerpos contra Anaplasma spp. en perros con antecedentes de
garrapatas del distrito de Chiclayo (Lambayeque - Perd). Para ello se colectaron 88 muestras
sanguineas de perros aparentemente sanos y con antecedentes de mordeduras por garrapatas. El
hallazgo hematoldégico evidencié que el 2.27% (2/88) de perros fueron positivos (presentaron
corpusculos de inclusién o mérulas mas trombocitopenia) resultando ser compatibles con A. platys.
Ademas, se detectd una seropositividad a Anaplasma spp. en un 22.73% (20/88) y una seropositividad
muiltiple del 21.59% (19/88) con Ehrlichia spp. mediante el Test SNAP® 4Dx® Plus. Por otro lado, los
perros positivos y seropositivos evidenciaron de mayor a menor frecuencia alteraciones hematoldgicas
como trombocitopenia, anemia, leucocitosis y leucopenia. Estos resultados demuestran Anaplasmosis
canina de tipo subclinico en perros con antecedentes de garrapatas del distrito de Chiclayo

(Lambayeque - Peru).

Palabras clave: A. phagocytophilum, A. platys, corpisculos de inclusion (CI), mdrula,

trombocitopenia, anticuerpos
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ABSTRACT

Canine Anaplasmosis is a zoonotic rickettsial disease caused by obligatory gram-negative intracellular
bacteria, Anaplasma phagocytophilum, responsible for Canine Granulocytic Anaplasmosis (CGA) and
Anaplasma platys causing Infectious Canine Cyclic Thrombocytopenia (ICCT) and they are
transmitted by the bite of ticks Ixodes spp. and Rhipicephalus sanguineus, respectively. In our country
there are few reports of these agents in dogs, but there is evidence of the vector tick. The objective of
this study was to determine canine Anaplasmosis by the hematological finding (evidence of inclusion
corpuscles or morulas plus thrombocytopenia) and presence of antibodies against Anaplasma spp. in
dogs with a history of ticks from the Chiclayo district (Lambayeque - Peru). For this, 88 blood
samples were collected from apparently healthy dogs with a history of tick bites. The hematological
finding evidenced that 2.27% (2/88) of dogs were positive (they presented inclusion corpuscles or
morulas plus thrombocytopenia) proving to be compatible with A. platys. In addition, seropositivity to
Anaplasma spp. in 22.73% (20/88) and a multiple seropositivity of 21.59% (19/88) with Ehrlichia spp.
using the SNAP® 4Dx® Plus Test. On the other hand, positive and seropositive dogs showed greater
and less frequent hematological abnormalities such as thrombocytopenia, anemia, leukocytosis and
leukopenia. These results demonstrate canine Anaplasmosis of the subclinical type in dogs with a

history of ticks from the Chiclayo district (Lambayeque - Peru).

Key Words: A. phagocytophilum, A. platys, inclusion corpuscles, morulae, thrombocytopenia,

antibodies
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L INTRODUCCION

La Anaplasmosis canina es una enfermedad emergente causada por Anaplasma
phagocytophilum siendo responsable de la Anaplasmosis Granulocitica Canina (AGC) (Dumler
et al., 2001) y A. Platys causando la Trombocitopenia Ciclica Infecciosa Canina (TCIC)
(Harvey et al., 1978). Estos agentes son transmitidos por la mordedura de garrapatas Ixodes spp.

y Rhipicephalus sanguineus, respectivamente (Sainz ef al., 2015).

En el norte del Perd, la existencia de garrapatas Ixodes spp. y Rhipicephalus sanguineus
(Glenny et al., 2004; Oliva, 2015; Cervantes, 2018) representa una gran problematica porque
cumplen un rol fundamental en la transmisién de la enfermedad; ademas, la alteracion de los
ecosistemas por el cambio climdtico global contribuye al aumento y distribuciéon de dichos
invertebrados a diferentes dreas geograficas propagando a los agentes infecciosos a areas libres

de la enfermedad.

El aumento del transporte internacional de animales de compaiifa, la existencia de albergues
caninos que promueven el hacinamiento, mayor crianza con otras especies de animales donde
puedan intercambiar géneros de garrapatas, el estrecho contacto del humano con los perros,
resistencia de los productos para el control de las garrapatas, coinfecciones con otros agentes
agudizan la enfermedad haciendo que el diagndstico y la gestion de las enfermedades
transmitidas por garrapatas se vuelva médicamente mds compleja y mas desafiante (Brown et

al., 2006; Qurollo et al., 2014).

La Anaplasmosis canina generalmente se presenta de manera subclinica (Carvalho et al.,
2017; Contreras et al., 2018) evidenciando solo hallazgos hematolégicos, como también, puede
manifestar signos clinicos como anorexia, fiebre, letargo, mucosas pdélidas, hemorragia,
esplenomegalia y hepatomegalia a la palpacién, poliartritis y en raros casos signos neurolégicos

(Tateishi et al., 2015; Bouzouraa et al., 2016; Chirek et al., 2018).



En los hallazgos hematoldgicos se pueden encontrar corpisculos de inclusién (CI) o mérulas
que infectan granulocitos como neutréfilos y eosinéfilos (A. phagocytophilum) y plaquetas (A.
Platys) acompaifiadas de alteraciones hematoldgicas (principalmente trombocitopenia, anemia y

leucopenia) (Bouzouraa et al., 2016; Chirek et al., 2018).

Existe coinfecciones multiples con patégenos como Ehrlichia canis, B. burgdorferi, Babesia
spp., Hepatozoon spp., entre otros, agudizando los signos clinicos; en consecuencia, una
recuperacion tardia frente al tratamiento y en otros casos, enmascarando la verdadera causa
subdiagnosticando la enfermedad al elegir el tratamiento equivocado (Gaunt et al., 2010; Rubio

et al.,2011; Oliva, 2015; Sainz et al., 2015; Naranjo, 2018).

El diagnéstico se realiza mediante los hallazgos hematoldgicos y serolégicos basdndose en la
anamnesis e historial clinico para brindar un diagndstico certero e instaurar el tratamiento (Sainz
et al., 2015). Generalmente el prondstico es bueno si es detectado a tiempo (Yancey et al.,

2017).

En nuestro pafs la informacién reportada para la Anaplasmosis canina es escasa. Existen
estudios seroldgicos con resultados seropositivos frente a Anaplasma spp. reportados en Lima,
Lambayeque y Piura, incluso con deteccidon de anticuerpos frente a B. burgdorferi y Ehrlichia
spp- (Rubio et al., 2011; Delgado y Montoya, 2018; Naranjo, 2018), ademads del primer estudio
hematolégico y molecular reportado en Lima Metropolitana donde identificaron A. platys

(Tateishi et al., 2015).

La importancia de la Anaplasmosis canina radica en que al ser una enfermedad emergente y
zoondtica (Arraga-Alvarado et al., 2014; Breitschewerdt et al., 2014; CDC, 2019); actualmente
es subdiagnosticada en las consultas diarias, debido a que no presenta signos patognomoénicos e
incluso puede presentarse en un animal aparentemente sano y solo presentar alteraciones
hematoldgicas. El uso aidn de pruebas seroldgicas rdpidas contra un solo agente (ejemplo

Ehrlichia spp.), limita a la verdadera posible causa al no considerar Anaplasma spp.

El presente estudio pretende mostrar el panorama actual de la Anaplasmosis en perros
aparentemente sanos con antecedentes de garrapatas del distrito de Chiclayo (Lambayeque —
Perd) mediante los hallazgos hematoldgicos (hemograma mads visualizacion directa de moérulas
o corptsculos de inclusién) y serolégico (Test SNAP® 4Dx® Plus) mediante técnicas accesibles,
rdpidas y faciles de realizar en la clinica veterinaria cuyos resultados representan un gran

impacto en la Salud Pdblica y Animal ya que los perros suelen ser centinelas para la exposicion



humana (Qurollo et al., 2014; Weinborn et al., 2018) debido al gran contacto y apego que
actualmente representan; ademds, de actuar como reservorios para Anaplasma spp. (Sainz et al.,

2015).



1L REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. ANAPLASMOSIS CANINA

La Anaplasmosis canina es una enfermedad infecciosa producida principalmente por dos
bacterias pertenecientes al género Anaplasma spp. que tienen una afinidad determinada para
infectar distintas células sanguineas segiin el agente involucrado. Estas se transmiten y propagan
mediante vectores, siendo un papel fundamental, la mordedura de diferentes géneros de

garrapatas (Dumler et al., 2001; Sainz et al., 2015).

Los perros infectados por estos patdgenos pueden desarrollar diferentes cuadros de la
enfermedad que van desde una infeccién subclinica hasta una enfermedad potencialmente
mortal caracterizada por fiebre, letargo, anorexia y, en algunos casos, didtesis hemorrigica
(Eberts et al., 2011; Bouzouraa et al., 2016). La disminucién del recuento de plaquetas se
considera la alteraciéon hematoldégica mas comun durante la infecciéon en perros, lo que
representa con frecuencia el dnico hallazgo en animales aparentemente sanos (Gaunt et al.,

2010; Eberts et al., 2011; Bouzouraa et al., 2016; Yancey et al., 2017; Chirek et al., 2018).

2.2.AGENTE ETIOLOGICO

La Anaplasmosis canina es una enfermedad causada por dos bacterias intracelulares
obligadas gram-negativas Amnaplasma phagocytophilum y Anaplasma platys que son
transmitidas mediante la mordedura de garrapatas infectando células polimorfonucleares
(neutrofilos y eosinéfilos) y plaquetas, respectivamente. La infeccion puede abarcar a diferentes

mamiferos incluyendo al hombre (Sainz et al., 2015).



En 1982, California (EE.UU), fue identificado por primera vez en perros Anaplasma
phagocytophilum (denominada antes Ehrlichia phagocytophila) (Madewell y Gribble, 1982),
aunque ya habia sido conocido como agente veterinario desde el afio 1932, pero solo se habia
reconocido como un patégeno humano en EE.UU por Bakken et al. (1994) ademds de ser
descritas en otras especies domésticas (ovino, caprino, bovino y equino) denominidndose con
otros nombres diferentes a la actual (Gordon et al., 1940). Esta bacteria infecta a los
granulocitos (neutréfilos y rara vez en eosinéfilos) en una gran variedad de especies, incluidos
perros, gatos, caballos, rumiantes y humanos. Es el agente causal de la fiebre transmitida por
garrapatas de los rumiantes, asi como la anaplasmosis granulocitica equina, la anaplasmosis

granulocitica canina y la anaplasmosis granulocitica humana (Dumler et al., 2001; CDC, 2019).

En 1978, Florida (EE.UU), en perros con signos clinicos compatibles a Erliquiosis, se
identificaron por primera vez corpuisculos de inclusién que solo afectaba a las plaquetas. El
agente responsable fue Anaplasma platys (denominada antes Ehrlichia platys) causante del
sindrome clinico conocido como Trombocitopenia Ciclica Infecciosa Canina (TCIC) (Harvey et
al., 1978) donde hasta la actualidad se ha reportado en sangre periférica de diversos mamiferos

incluyendo al hombre (Arraga-Alvarado et al., 2014; Sainz et al., 2015).

2.2.1. CLASIFICACION TAXONOMICA

Pertenecen al Dominio Bacteria, Filo Proteobacteria, Clase Alphaproteobacteria, Orden

Rickettsiales, Familia Anaplasmataceae y género Anaplasma.

Stper Reino: Bacteria
Filo: Proteobacteria
Clase: Alphaproteobacteria
Orden: Rickettsiales
Familia: Anaplasmataceae
Género: Anaplasma
Especie:
A. Platys
A. phagocytophilum

A inicios del siglo XXI, Dumler et al. (2001) realizaron una nueva reorganizacion en la
clasificacion taxondmica de los microorganismos del Orden Rickettsiales donde se establecieron

dos familias: Rickettsiaceae y Anaplasmataceae. Se sefialé que la familia Rickettsiaceae esta



compuesta por los géneros Rickettsia spp. y Orientia spp.; dichos géneros contienen diversas
especies patégenas de gran importancia debido a su impacto en la salud publica a nivel mundial.
La familia Anaplasmataceae ha sido ampliada para incluir en ella a todas las especies que estén
contenidas en los géneros de Ehrlichia spp., Anaplasma spp., Cowdria spp., Wolbachia spp. y
Neorickettsia spp. Dicha reclasificacion ha sido en base a los datos obtenidos en el

secuenciamiento del gen /6S ARNr.

Una diferencia bioldgica entre ambas familias consiste en que las bacterias de la familia
Anaplasmataceae se multiplican dentro de vacuolas rodeadas de membranas mientras que los
miembros de la familia Rickettsiaceae 1o hacen libres en el citoplasma de la célula huésped

(Greene, 2012).

Para obtener una reorganizacién precisa establecieron una clasificacion de las especies
contenidas en los géneros de la Familia Anaplasmataceae en cuatro genogrupos (Dumler et al.,

2001):

1) Genogrupo Ehrlichia: Ehrlichia chaffeensis, Ehrlichia ewingii, Ehrlichia canis,
Ehrlichia muris y Cowdria ruminantium.

2) Genogrupo Anaplasma: Anaplasma phagocytophilum (E. phagocytophila, E. equi,
Agente de la HGE), Anaplasma (Ehrlichia) bovis, Anaplasma (Ehrlichia) ovis,
Anaplasma (Ehrlichia) platys, Anaplasma marginale y Anaplasma centrale.

3) Genogrupo Neorickettsia: Neorickettsia (Ehrlichia) sennetsu, Neorickettsia
(Ehrlichia) risticii y Neorickettsia helminthoeca.

4) Genogrupo Wolbachia: Wolbachia pipientis.

Esto permiti6 ampliar el género Anaplasma, que hasta entonces contenia patégenos
especificos de distintos hospedadores rumiantes (A. marginale, A. centrale y A. ovis), para dar
cabida en €l a A phagocytophilum, especie resultante de la unificacién de tres microorganismos
anteriormente clasificados como Ehrlichia (E. equi, E. phagocytophila y el agente innominado
de la Erliquiosis Granulocitica Humana). También se incluyeron en el género Anaplasma las
especies A. bovis (anteriormente E. bovis), A. platys (anteriormente E. platys), y una nueva

especie A. capra (Dumler et al., 2001; Li et al., 2015).



2.2.2. MORFOLOGIA Y PROPIEDADES

Las rickettsias de la familia Anaplasmataceae son microorganismos gramnegativos, no
moviles, coccoides a elipsoides, a menudo pleomorficos, que varian en tamaifio de 0,2 a 2,0 pm
de didmetro. Son aerobios obligados que carecen de una via glucolitica, y todos son pardsitos
intracelulares obligados. A diferencia de otras bacterias gramnegativas, los miembros de la
familia Anaplasmataceae carecen de pared celular y son extremadamente sensibles al estrés
mecdnico, como sonicacién, congelacién y descongelacion, y cambios en la osmolaridad. Estan
envueltos con una membrana externa delgada y rizada que carece de engrosamiento de la ldmina

interna y externa y no muestra signos de una capa de peptidoglicano o LPS (Greene, 2012).

A falta de genes para la biosintesis del lipido A y la mayoria de los genes para la biosintesis
de peptidoglicano explica la naturaleza pleomérfica de estas bacterias (Lin y Rikihisa, 2003). El
LPS y el peptidoglicano, que son compartidos por muchos grupos de bacterias, provocan
respuestas inmunes innatas profundas en los huéspedes. Esta eliminacién de genes para la
biosintesis de LPS y peptidoglicano en estas bacterias probablemente aumenta su probabilidad

de supervivencia tanto en huéspedes vertebrados como invertebrados (Hotopp et al., 2006).

Todas las especies del género Anaplasma habitan en vacuolas derivadas de la membrana
celular en células hematopoyéticas inmaduras o maduras de huéspedes mamiferos (Greene,

2012).

A. phagocytophilum infecta preferentemente células del linaje mieloide de la médula 6sea,
predominantemente neutréfilos, aunque en raras ocasiones, se han encontrado organismos en los
eosindfilos. Es una bacteria gramnegativa pleomérfica alfa que mide 0,4 a 2 pm de tamafo cuya
membrana externa es a menudo gruesa con espacios peripldsmicos irregulares sin cipsula
(Rikihisa et al., 1997; Popov et al., 1998). Se observan dos morfologias ultraestructurales: una
pequefia forma de nicleo denso con protoplasma condensado, de 0,2 a 0,4 um de tamafio
(también llamado cuerpo elemental); y una forma reticular mas grande, de 0,8 a 2,0 pum
(también llamada cuerpo reticular) (Dumler et al., 2001). Ambas formas estan presentes en la
misma vacuola y pueden experimentar una solucién binaria igual o desigual. La replicacién en
el interior de las vacuolas produce 20 o mas organismos, formando la cldsica "mérula” (del latin
morum: "mora"), una estructura basoéfila detectable por microscopia 6ptica en sangre o fluido
sinovial centrifugado. En las células de mamiferos, las mdrulas suelen tener un didmetro de 1.5
a 2.5 pum, pero pueden ser tan grandes como 6 pm. Mediante microscopia Optica, las moérulas de

A. phagocytophilum son indistinguibles de las mérulas de E. ewingii (Greene, 2012).



El genoma de A. phagocytophilum se basa en un solo cromosoma circular con 1,47
megabases (Mb), 1369 marcos de lectura abiertos y 458 protefnas hipotéticas. También hay
multiples secuencias repetidas, asociadas con numerosas funciones importantes como la
expansion de las proteinas de la membrana externa de la familia msp2 / p44, el sistema de

secrecion de tipo IV y la biosintesis de la vitamina / cofactor (Greene, 2012).

Ultraestructuralmente, A. platys varia de 0,35 a 1,55pum de didmetro; tienen forma redonda,
ovalada o de frijol; y estdn rodeados por una doble membrana plasmadtica. Las plaquetas
infectadas pueden contener de una a tres vacuolas revestidas con una sola membrana con 1 a 15
organismos por vacuola. Los organismos parecen entrar en las plaquetas al adherirse a la
superficie de las plaquetas y luego a la endocitosis. Por lo tanto, la membrana vacuolar
probablemente se deriva de la membrana plaquetaria externa. La fusion repetida de organismos

dentro de la vacuola da lugar a la formacién de una moérula (Arraga-Alvarado et al., 2003).

En la fase inicial, A. platys es representada como corpuisculos pequefios revestidos por una
membrana engrosada; durante en el estadio intermedio del desarrollo de la bacteria se da la
condensacién del ADN sobre la zona central del organismo; y finalmente en el estadio maduro,
los corpusculos se caracterizan por presentar fibrillas de ADN en el drea central, y en la
periferia se muestra una sustancia granular compuesta principalmente por ribosomas. Esta
bacteria puede ser observada dentro de la plaqueta mediante microscopia eletrénica de

transmision (Arraga-Alvarado et al., 2003).

2.3. EPIDEMIOLOGIA

2.3.1. VECTOR

El principal vector para la transmisién de A. phagocytophilum son las garrapatas del género
Ixodes spp. En Eurasia, Ixodes ricinus es el principal vector de A. phagocytophilum teniendo
una amplia distribucién en estos tltimos afios en todo Europa; aunque en las regiones orientales
de Europa, I ricinus se reemplaza por I persulcatus, una especie estrechamente relacionada
cuyos hdabitats se extienden hacia el este y hacia Japén. Otras garrapatas son vectores
importantes en varias regiones. En EE.UU se distribuye diferentes especies como Ixodes
scapularis donde se encuentra en el noreste y medio oeste superior, e Ixodes pacificus en los

estados occidentales (Greene, 2012).



También se ha evidenciado molecularmente A. phagocytophilum en otros géneros de
garrapatas como Haemaphysalis longicornis (larvas, ninfas y adultos) e Ixodes persulcatus
recolectadas de pequefios mamiferos silvestres y el medio ambiente en Corea (Kim et al., 2003).
En Espaia central, se hall6 ADN de A. phagocytophilum en otras especies de garrapatas como
Ixodes ricinus, Dermacentor marginatus, Rhipicephalus bursa e Hyalomma m. marginatum en
jabalies y ciervos rojos (De la fuente et al., 2004). Estudios similares se hall6 en Camargue,
Francia, ADN de A. phagocytophilum en garrapatas Rhipicephalus bursa, R. sanguineus, R.
turanicus, Dermacentor marginatus e Hyalomma marginatum que se habian alimentado de
caballos y complementando el estudio filogénetico se descubrié que este A. phagocytophilum
eran genotipos que infectaban a caballos y humanos en EE.UU (Chastagner et al., 2013). En
Brasil, A. phagocytophilum se evidencié en R. sanguineus y Amblyomma cajennense
recolectados de perros cuyas cepas eran muy similares a las halladas en aves silvestres de la

zona y cepas patdgenas en humanos (Santos ef al., 2013).

En Italia, Silicia, Torina et al. (2013) realizaron un estudio molecular para detectar
Anaplasma spp. y otros agentes en zorros y en sus pulgas evidenciando A. phagocytophilum en
la pulga Xenopsylla cheopis (pulga tropical de las ratas). Este trabajo demostrd que la pulga era
el ectopardsito mds frecuente en este mamifero; sin embargo, no se hallé la bacteria en los

ZOITOS.

El vector probable de A. platys son las garrapatas del grupo Rhipicephalus sanguineus (R.
sanguineus sensu lato) (Dantas-Torres et al., 2013; De Tommasi et al., 2014) aunque
experimentalmente no se ha logrado la transmisién (Simpson et al., 1991). Sin embargo,
mediante pruebas moleculares se ha detectado ADN de A. platys en garrapatas de R.
sanguineus, lo que sugiere que €stas actiian como un vector potencial para A. platys (Santos et
al., 2009; Ramos et al., 2014). Las altas tasas de coinfeccidén con E. canis reportadas a nivel
mundial apoyan esta teoria (Foongladda et al., 2011) debido a la presencia mediante pruebas
moleculares en perros (Almazan et al., 2016; Carvalho et al., 2017) y otros canidos salvajes
como zorros rojos que han tenido en comun la infestacion por R. sanguineus (Cardoso et al.,
2015). El papel de Rhipicephalus sp. como vector de A. platys necesita ser confirmado
mediante la visualizacion de esta bacteria en las glandulas salivales de la garrapata y por la

demostracién de su transmision de garrapatas infectadas a los perros (Ramos et al., 2014).

Ademas del Rhipicephalus sanguineus, también se ha detectado molecularmente A. platys en
las ninfas del Dermacentor auratus recolectadas en perros de Tailandia (Parola et al., 2003),

evidenciando que otras garrapatas estarian implicadas en la transmision.



A. platys ha sido detectado molecularmente en otros invertebrados como el piojo masticador
del perro Heterodoxus spiniger que infestaban a cachorros caninos en Australia (Brown et al.,
2005). Aunque la presencia de este agente en este invertebrado no es determinante para declarar
como posible vector ya que en este estudio no realizaron la deteccién de la bacteria en los
cachorros quedando con la incertidumbre de que el hallazgo molecular se deba a la reciente

alimentacién de estos caninos que probablemente hallan estado infectados por A. platys.

En cuanto a la prevalencia de ectopardsitos en caninos realizados en América, tenemos
Rhipicephalus sanguineus encontramos 23% en Argentina (Perez, 2008); 44.97%, Uruguay
(Carballal y Galliazzi, 2015) y 98.63% en Venezuela (Quijada et al., 2013). Ademds, en este
ultimo estudio segtin Quijada et al. (2013) hallaron otro género de garrapata identificado como
Amblyomma ovale (1.03%) y A. tigrimun (0.34%). En cuanto a reportes de las garrapatas
presentes en perros tenemos en Brasil donde se identificd Rhipicephalus sanguineus sensu lato,
Amblyomma cajennense, Amblyomma ovale y Amblyomma sp. (Santos et al., 2013); México,
Rhipicephalus sanguineus (Almazéan et al., 2016) y en Chile se ha reportado principalmente
Rhipicephalus sanguineus y en muy poca frecuencia Amblyomma tigrinum y Amblyomma triste

(Abarca et al., 2016).

En nuestro pais la presencia de garrapatas Ixodes spp. ha sido reportado en animales
silvestres (Dale, 1977), cuya identificacion de la especie, resultaron ser diferentes a las
implicadas en la transmisién de Anaplasmosis canina en comparacion a otros paises. Afios
posteriores, Glenny et al. (2004) realizaron un estudio hallando una frecuencia de infestacion
del 87.5% con Ixodes sp., ademas de 66.6% con A. maculatum en perros provenientes de Piura y
Amazonas, encontrindose R. sanguineus en un solo en un solo hospedador. Se desconoce las

especies de garrapatas Ixodes involucradas en nuestro medio.

Existen diversos estudios de prevalencia de ectoparasitos en perros realizados en nuestro
pais. En diferentes distritos de Lima se hallé Rhipicephalus sanguineus con una prevalencia de
3 a 30% en perros con respecto a otros ectoparasitos (Liberato, 1998; Bustamante, 1998;
Estares, 1999; Coérdova, 2016); mientras que, en Tumbes, se encontré una prevalencia del
92.5% para Rhipicephalus sanguineus (Nunton et al., 2013). Por otro lado, en Trujillo, tuvieron
una prevalencia del 100% para Rhipicephalus sanguineus (Huaméan y Jara, 2017). En Cusco, ya

existia evidencia de Rhipicephalus sanguineus en perros (Escalante, 1981).

Durante un trabajo de investigacion de Erliquiosis canina en la ciudad de Chiclayo

(Lambayeque - Pert), se hallé en uno de los canes, una garrapata del género Amblyomma spp.
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mediante la identificacién morfolégica y las demds fueron identificadas como R sanguineus
(Oliva, 2015). Segin Dale (1977), en su recopilaciéon de distintos trabajos anteriores de
ectopardsitos en animales domésticos y silvestres ya existia evidencia de A. americanum siendo
el perro un posible hospedero. Este género de garrapata es el principal vector de E. ewingii y al
igual que A. phagocytophilum infecta células granulociticas (Greene, 2012). Un estudio reciente
en el distrito de Chiclayo (Lambayeque - Pert) halld6 morfolégica y molecularmente una
prevalencia del 100% Rhipicephalus sanguineus sensu lato a partir de garrapatas colectadas de
perros con signos compatibles con Erliquiosis canina y mediante el andlisis filogenético las
secuencias fueron clasificadas dentro del Linaje del Norte, la cual este linaje a diferencia del
Sur, son conocidos por ser vectores competentes de E. canis (Cervantes, 2018). Esto confirma

que es la garrapata mds importante en esta ciudad.

Los estudios moleculares de A phagocytophilum y A. platys causantes de la anaplasmosis
canina halladas en diferentes garrapatas e incluso en otros invertebrados que infestan a caninos
es alarmante, ya que en nuestro pais habitan estos vectores haciéndolos muy susceptible a la
infeccién por estos agentes. Son muy pocas las investigaciones realizadas en los vectores tanto
en su identificacién morfolégica y molecular como la presencia del agente en el vector y sus

hospederos para tener un panorama actual de la Anaplasmosis canina en el Pert.

La vigilancia espacio-temporal de patégenos transmitidos por garrapatas debe identificar
dreas de alto riesgo para la exposicién a patdgenos transmitidos por vectores, facilitar el
diagnéstico de patégenos desatendidos regionalmente y dilucidar mejor los riesgos de

coinfeccion (Qurollo ef al., 2014).

2.3.2. HOSPEDEROS Y RESERVORIOS

A. phagocytophilum y A. platys, ademds de tener como hospederos a los perros causando la
anaplasmosis canina, infectan a diversos mamiferos domésticos y silvestres incluyendo al
hombre con manifestacion de cuadros subagudos, agudos y crénicos (Greene, 2012). El ciclo
biolégico de estos agentes se conserva en el medio ambiente por garrapatas y reservorios

vertebrados (Dumler et al., 2001).

A. phagocytophilum se mantienen en la naturaleza en un ciclo biolégico garrapata-mamifero-
garrapata. Estos mamiferos suelen ser reservorios naturales como roedores (ratones, ratas y

ardillas) y cérvidos (Greene, 2012).
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A. phagocytophilum tiene una mayor afinidad por los neutréfilos de perros, caballos y
humanos (Dumler et al., 2005); no obstante, puede infectar a otros mamiferos domésticos y

silvestres (Dahmani et al., 2015).

Nuevas evidencias de pruebas moleculares consideran a las aves migratorias como posibles
reservorios por ser infestadas principalmente por larvas 1. ricinus donde muestran la presencia
de A. phagocytophilum en las aves como en sus garrapatas, jugando un papel importante en la

propagacidn y distribucion de este agente (Palomar, 2017).

Los perros son los principales reservorios de A. platys (Gaunt et al., 2010), pero también se
han reportado infecciones naturales en otros carnivoros como gatos (Zobba et al., 2015), zorros
(Cardoso et al., 2015); rumiantes domésticos y silvestres como ciervos, jabalies, vacas, cabra,

oveja, camellos y bifalos (Greene, 2012; Nelson y Couto, 2014).

Se ha detectado en humanos corpusculos de inclusién en plaquetas compatibles con A.
platys (Arraga-Alvarado et al., 2003) y mediante pruebas moleculares como el PCR (Maggi et
al., 2013; Breitschwerdt et al., 2014).

El perro es un reservorio potencial de la anaplasmosis actuando como centinelas para la
exposicién humana e incluso de otras infecciones zoondticas transmitidas por la mordedura de
garrapatas (Huang et al., 2005; Beall et al., 2008; Qurollo et al., 2014; Breitschewerdt et al.,
2014).

2.3.3.  TRANSMISION

La transmision principal es de forma bioldgica en donde Anaplasma sp. requiere de un
vector para el mantenimiento de la infeccién y transmisién a partir del huésped infectado a otro
nuevo mediante la mordedura de las garrapatas. Los vectores implicados en la Anaplasmosis
canina son las garrapatas Ixodes spp. y Rhipicephalus sanguineus para A. phagocytophilum y

Anaplasma platys, respectivamente (Greene, 2012).
Los tiempos de transmision para A. phagocytophilum, desde la adherencia de la garrapata, se

produce dentro de las primeras 24 a 48 horas (Dinitz y Breitschwerdt, 2012), aunque para A.

platys se desconoce.
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Aln no se ha destrito una transmision transovdrica en Ixodes spp. para A. phagocytophilum,
pero si en Dermacentor albipictus en los EE.UU. Sin embargo, bajo condiciones
experimentales, las larvas F1 infectadas que se criaron hasta la madurez no pudieron transmitir

las bacterias a su progenie (Baldridge et al., 2009).

Se sugiere la transmision transestadial para A. platys en R. sanguineus al identificarse
molecularmente este agente en garrapatas adultas y ninfas recolectadas de perros negativos

indicando que pudieron adquirir la bacteria en la etapa de vida anterior (Ramos et al., 2014).

En humanos se ha evidenciado la transmisién perinatal por A. phagocytophilum en un infante
a los 9 dias de nacido (Dhand et al., 2007); sin embargo, en un estudio de una perra infectada
antes del parto no pudo demostrar esta hipdtesis en sus cachorros recién nacidos (Plier et al.,
2009). Mientras que en otros mamiferos se ha reportado transmisién transplacentaria de A.
phagocytophilum en infecciones experimentales en una oveja y una vaca con signos clinicos

compatibles a los 13 dias de nacido (Pusterla et al., 1997).

Una investigacion realizada en Italia sugiere la transmision vertical para A. platys al hallarse
mediante pruebas moleculares en el aparato reproductor y fetos en perras prefiadas durante la
primera fase de gestacion (Latrofa ef al., 2016), aunque no se demostrd la presencia en sangre
en recién nacidos por ser gestaciones interrumpidas. En Kenia, un estudio reafirma la
transmision vertical de forma transplacentaria al hallarse molecularmente A. platys en cachorros
(menores a 28 dias) donde la madre y cachorros no evidenciaron infestaciones por garrapatas

durante ese tiempo (Matei ef al., 2017).

También se ha informado la transmisién a través de hemoderivados contaminados o la
exposicioén directa involuntaria a tejidos infectados de vertebrados o vectores (Abarca et al.,

2008; Little, 2010; Nicholson ef al., 2010; Khatat et al., 2016).

2.3.4. DISTRIBUCION GEOGRAFICA Y PREVALENCIA

La Anaplasmosis canina, causada por A. phagocytophilum y A. platys, es una enfermedad
con una amplia distribucién mundial. Frecuentemente aparece en regiones tropicales y
subtropicales cuyos climas favorecen el ciclo biolégico de las garrapatas; no obstante, en climas
templados suele ser esporddico y su distribucion va en aumento por la alteracién de los

ecosistemas debido al calentamiento global (Sainz ef al., 2015).

13



La presencia de Anaplasma spp. en caninos se ha reportado mediante pruebas hematolégicas
y visualizacién de las mérulas o corpisculos de inclusién en sus células dianas y mediante
pruebas moleculares (PCR); ademds, de la presencia de anticuerpos mediante IFA y ELISA

(Greene, 2012; Nelson y Couto, 2014).

La presencia de Anaplasmosis canina (mediante pruebas hematoldgicas, serolégicas y
moleculares) en referencia a A. phagocytophilum responsable de la Anaplasmosis granulocitica
canina se ha reportado en Europa: Austria, Albania, Finlandia, Francia, Alemania, Hungria,
Italia, Letonia, Polonia, Portugal, Roania, Rusia, Suecia, Suiza, Espaiia, Reino Unido; en
América: Canada, EE.UU, Caribe, Brasil, Colombia, Chile, Pert (Macieira et al., 2005; Beall et
al., 2008; Eberts et al., 2011; Rubio et al., 2011; Berzina et al., 2014; Qurollo et al., 2014; Mc
Cown et al., 2015; Sainz et al., 2015).

Mediante pruebas moleculares, A. platys se ha reportado en Europa, paises tales como Grecia
(Kontos et al., 1991), Espaiia (Bouzouraa et al., 2016), Francia (Beaufils et al., 2002), Croacia
(Dyachenko et al., 2012), Italia (De Tommasi et al., 2014; Latrofa et al., 2016; Bouzouraa et al.,
2016), Portugal (Bouzouraa et al., 2016); en Asia, paises como Taiwan (Chang et al., 1996),
China (Hua et al., 2000), (Suksawat et al., 2001; Pinyoowong et al., 2008), Japén (Inokuma et
al., 2002), Tailandia y Turquia (Ulutas et al., 2007); en Africa como Kenia (Matei et al., 2017);
en América, paises como EE.UU (French y Harvey, 1983), Venezuela (Suksawat et al., 2001;
Arraga-Alvarado et al., 2003; Huang et al., 2005), Chile (Abarca et al., 2007); Costa Rica
(Abrego et al., 2009); Brasil (Santos et al., 2013); Argentina (Cicuttin ef al., 2014a, 2014b);
Pert (Tateishi et al., 2015); México (Almazan et al., 2016); Colombia (Vargas et al., 2016) y
Uruguay (Carvalho et al., 2017).

La prevalencia varia de acuerdo a la técnica empleada como la condicién del grupo de
estudio (presencia o ausencia de signos clinicos compatibles con la enfermedad) (Sainz et al.,

2015).

Mediante PCR, la prevalencia de A. phagocytophilum en perros se ha reportado en Europa,
paises como Italia: 7.5% (Alberti et al., 2005), 1.3% en perros trombocitopénicos (De Arcangeli
et al., 2018). En América, EE.UU: 3.1% (7/222) en perros sanos y 37.5% (19/51) en perros con
signos compatibles (Beall et al., 2008), Colombia: 1.1% (1/91) en perros con antecedentes de

garrapatas (Vargas et al., 2016).
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En infecciones por A. platys, mediante PCR, se ha reportado en Europa paises como como
Italia: 2.5% (Alberti et al., 2005), 4% en perros como mascotas, de perreras y de caza (De la
Fuente et al., 2006), 52.9% (Ramos et al., 2014), 5.9% en perros con signos compatibles de
Anaplasmosis y presencia de garrapatas (Zobba, et al., 2015). En Asia, Japén: 32% en perros
callejeros (Motoi et al., 2001). En Africa, Argelia: 5.4% en perros clinicamente sanos (Dahmani
et al., 2015), Marruecos: 7.5% (Khatat et al., 2017). En Oceania, Australia: 46% y 32% en

perros clinicamente sanos, respectivamente (Brown et al., 2001, 2006).

Asimismo, en América, EE.UU: 50% (Hoskins et al., 1988), 74% (Bradfield et al., 1996),
33% en perros provenientes de una perrera, Carolina del norte (Kordick et al., 1999);
Venezuela: 16% en perros militares (Huang et al., 2005); Chile: 30% en perros con signos
compatibles a erliquiosis como trombocitopenia y hemorragias (Abarca et al., 2007); Brasil:
15.84% en perros con corpuisculos de inclusién en plaquetas (Ferreira et al., 2007), 14.9% en
perros trombocitopénicos y no trombocitopénicos (Santos et al., 2009), 55% en perros con
signos compatibles a hemopardasitos (Ramos et al., 2009), 14% (Lasta et al., 2013), 6.03% en
perros sin signos clinicos (Santos ef al., 2013); Costa Rica: 6.3% en perros con signos
compatibles a Anaplasmosis/Erliquiosis (Abrego e al., 2009); Argentina: 21% en perros
compatibles con Anaplasmosis o Erliquiosis y sanos (Eiras et al., 2013), 13.5% y 37.6% en
perros clinicamente sanos, respectivamente (Cicuttin et al., 2014a, 2014b); Perd: 1.4% en perros
con signos compatibles a Anaplasmosis (Tateishi et al., 2015); México: 3% en perros
clinicamente sanos (Almazan et al., 2016); Colombia: 2.19% en perros infestados por garrapatas
(Vargas et al., 2016); Uruguay: 4.2% en perros sanos y signos compatibles con anaplasmosis

(Carvalho et al., 2017).

Beall et al. (2008), en Minessota, hallaron una seroprevalencia del 29% (217/731) de perros
sanos y enfermos frente a A. phagocytophilum, mediante el Test SNAP® 4Dx®; ademds un 22%
(22/89) en perros unicamente enfermos, mientras que Eberts et al. (2011) encontraron un 61%
(11/18) en perros con signos compatibles a Anaplasmosis y diagnosticados por PCR en un area

endémica para I. scapularis.

En Marruecos, Khatat et al. (2017) hallaron en perros una seroprevalencia de 21.9% (93/425)
mediante ELISA detectando anticuerpos para Anaplasma spp. y en dueios un 70% (7/10)

mediante IFL.

Un interesante trabajo presentado por Qurollo et al. (2014), detectaron anticuerpos para E.

ewingii, E. chaffeensis, E. canis, A. phagocytophilum, A. platys y B. burgdorferi en perros con
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sospecha de enfermedades transmitidas por vectores provenientes de EE.UU, Canadd y El
Caribe mediante un ELISA SNAP (SNAP M-A), que adiferencia del Test SNAP® 4Dx® Plus,
muestra seroreactividad individual para especies de Anaplasma y Ehrlichia. Se encontré en
EE.UU apartir de 6268 muestras un 4%, 3.2%, 1.6%, 3.6%, 1.5% y 8.6%, respectivamente en el
orden mencionado al inicio. Por otro lado, en Canad4 de 285 muestras se hall6 solo 3.2%, 1.1%,
1.8% y 2.1% para E. canis, A. phagocytophilum, A. platys y B. burgdorferi, respectivamente; y
en El Caribe de 29 muestras se evidencié solamente un 27.6%, 3.4% y 10.3% para E. canis,
phagocytophilum, A. platys, respectivamente. Estos valores estarian influenciados por la mayor

prevalencia de R. sanguineus en el Caribe a diferencia de EE.UU donde predomina Ixodes spp.

En la Provincia de Loja (Ecuador) se hallé una seroprevalencia del 53.8% (38/80) mediante
el Test SNAP® 4Dx® y visualizacién de CI o mérulas compatibles con Anaplasma spp. en un
47.5% (43/80) de perros provenientes de los barrios rurales (Pefialoza, 2015). En contraste, en la
ciudad de Azogues del mismo pais no lograron evidenciar CI o moérulas compatibles a la

Anaplasmosis canina (Ulloa, 2018).

Con la misma prueba seroldgica, en Colombia, McCown et al. (2015) reportaron una
seroprevalencia de 33% (161/498) para Anaplasma spp. en perros vagabundos y provenientes de

clinicas.

Por otro lado, Alvarez et al. (2015) reportaron una seroprevalencia del 43.7% (35/80) para
Anaplasma spp. en perros provenientes de la comuna de Puchuncavi y Quintero (Valparaiso -

Chile), mediante Test SNAP® 4Dx® Plus.

En Lima, Perd, se hall6 seropositividad en un perro que presentaban signos inespecificos
como decaimiento, palidez de mucosas con petequias y equimosis en piel, mediante el test
SNAP® 4Dx® contra Anaplasma spp. y B. burgdorferi; sin embargo, no se realizé la
confirmacién por PCR (Rubio et al., 2011). Posteriormente, un estudio determind por primera
en nuestro pais vez la presencia de ADN de A. platys 1.4% (2/144) en perros con signos clinicos

compatibles con anaplasmosis (Tateishi et al., 2015).
En Piura, Pert, se determiné mediante el SNAP® 4Dx®, una seropositivdad del 4.2% (3/71)

para Anaplasma spp. en perros con antecedentes de enfermedad e historial de garrapatas

(Naranjo, 2018).
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En la Ciudad de Chiclayo, Perd, se hallé una seroprevalencia de 35%, 56% y 73% frente a
Anaplasma spp. en los distritos de Chiclayo, José Leonardo Ortiz y la Victoria, respectivamente
en caninos atendidos en clinicas mediante el kit Vet Scan Anaplasma Rapid Test (Delgado y

Montoya, 2018).

2.3.5. COINFECCION Y COINFECCIONES MULTIPLES

Desde tiempos anteriores ya se evidenciaba en perros la coinfeccion de A. platys y E. canis
(French y Harvey, 1983; Harrus et al, 1997) y la coinfeccién de A. phagocytophilum con B.
burgdorferi (Qurollo et al., 2014) por tener el mismo vector, las garrapatas Rhipicephalus
sanguineus e Ixodes spp., respectivamente. Con el transcurso de los afios, se ha demostrado que
puede llegar a existir coinfecciones multiples por Ehrlichia spp, Babesia spp, Hepatozoon canis,
Ricketssia spp., Bartonella spp. incluso en humanos potenciando la enfermedad (Sainz et al.,

2015).

En Grecia se determiné seroldgicamente mediante IFA coinfecciones multiples entre A.
platys, E. canis; E. equi (A. phagocytophilum) y Rickettsia rickettsii en perros con signos

clinicos. Todos evidenciaban corpuisculos de inclusién en plaquetas (Kontos ef al., 1991).

En Espana, Sainz et al. (1999) reportaron un caso clinico de un perro con infestaciéon masiva
de garrapatas y signos clinicos de Anaplasmosis/Erliquiosis con presencia de titulos altos
mediante IFA, anticuerpos contra A. platys y E. canis. Ademds, en su frotis sanguineo se
evidencié corpusculos de inclusiéon en plaquetas y eritrocitos compatibles con A. platys y

Babesia, respectivamente.

En China, identificaron molecularmente A. platys y E. canis en dos perros con signos

clinicos de fiebre, epistaxis y mucosas palidas (Hua et al., 2000).

Suksawat et al. (2001) evaluaron una muestra proveniente de un canino de Venezuela con
signos compatibles de Erliquiosis. En la hematologia encontraron anemia, leucopenia y
linfopenia. En el frotis hallaron mérulas en granulocitos y plaquetas, ademds gametocitos de
Hepatozoon spp. en neutrdfilos. Se realizé el PCR detectando E. canis, E. platys (A. platys) y E.
equi (A. phagocytophilum).

En Japdn, se detectd en perros vagabundos un 8% (6/80) de positividad mediante PCR para

A. platys de los cuales 2 de los positivos también reaccionaron para Babesia spp., cabe resaltar
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que todas las muestras positivas de A. platys fueron negativas para E. canis (Inokuma et al.,

2002).

En Lara, Venezuela, se hall6 mediante pruebas moleculares una prevalencia del 16% de A.
platys (7/43), 31% de E. canis (13/43) y ausencia de A. phagocytophilum y E. ewingii. Ademads,
el 29% de los positivos para A. platys (2/7) se hallé coinfecciéon con E. canis. Las garrapatas

como muestras sanguineas de sus entrenadores resultaron ser negativas (Huang et al., 2005).

En Australia, de un total de 215 perros vagabundos aparentemente sanos, hallaron
molecularmente en un 32% (69/215) A. platys, 10% (22/215) B. canis vogeli y una coifeccién
del 11% (24/215) de ambos agentes. Los resultados fueron similares mediante la visualizacién

directa en frotis sanguineo (Brown et al., 2006).

En Brazil, Santos et al. (2009) mediante Nested PCR detectaron A. platys 33/221 (14.9%), E.
canis 86/221 (38.9%) y Babesia spp. 18/221 (8.1%) en un estudio de perros trombocitopénicos
versus no trombocitopénicos. Ademds, se hall una coinfeccion multiple de los tres agentes en
un mismo perro. Por otro lado, Ramos ef al. (2009), reportaron mediante nPCR en 100 perros
con signos compatibles a hemoparasitos un 55% de A. platys y 57% de E. canis a diferencia del
método directo donde encontraron 21% y 9%, respectivamente. Ademas, este estudio demostro

una coinfeccion en un 32%.

En Costa Rica, mediante pruebas de PCR anidado, hallaron A. platys en un 6.3% (19/300) en
muestras provenientes de perros con signos clinicos compatibles con Anaplasmosis/ Erliquiosis

y una coinfeccién de 2.3% (7/300) con E. canis (Abrego et al., 2009).

En Croacia, en un perro que solo presentaba diarreas, se evidenci6 anemia y trombocitopenia
marcada, ligera hipoalbuminemia, elevada proteina C reactiva, incremento de nitrégeno ureico y
fésforo, y en el frotis sanguineo se hallaron mérulas en plaquetas. Al realizar el PCR mostr6

positividad para A. platys y B. vogeli (Dyachenko et al., 2012).

Estudios realizados por FEiras et al. (2013) en 86 perros con sospecha de
Erliquiosis/Anaplasmosis con presencia de morulas o corpisculos de inclusiéon con
trombocitopenia, sin trombocitopenia o trombocitopénicos sin el hallazgo directo del agente
encontrando frecuencias del 21% (18/86) y 7% (6/86) para A. platys y E. canis,

respectivamente. Se hallé una coinfeccién mediante el frotis directo de los positivos de A. platys
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con Hepatozoon sp. en 22% (4/18) y 5.5% (1/18) con merozoitos de Babesia sp. siendo

posteriormente identificados molecularmente como Hepatozoon canis 'y Babesia vogeli.

Breitschwerdt et al. (2014) hallaron una coinfeccién multiple mediante PCR para A. platys,
E. ewingii, E. Chaffeensis y E. canis en un cachorro de 15 semanas que provenia de Misuri
(EE.UU) donde hace 4 afios tras ser adoptado presentdé neumonia y recibié tratamiento
correspondiente. El hallazgo se realiz6 al evidenciarse primero en sus propietarias el malestar

durante estos aflos sin diagndstico alguno por parte de sus médicos.

Qurollo et al. (2014) mediante el SNAP M-A en muestras de 6582 perros provenientes de
EE.UU, Canada y El Caribe determinaron las coinfecciones mds comunes de mayor a menor
frecuencia las cuales fueron 1.4% (E. ewingii y E. chaffeensis), 1.2% (A. phagocytophilum y B.
burgdorferi), 0.6% (E. ewingii y B. burgdorferi) y 0.3% (E. canis y A. platys). Se hallaron

seropositividades multiples incluso frente a 5 agentes en una misma muestra.

En Argelia, Africa, Dahmmani er al. (2015) detectaron a partir de 110 muestras de sangre
proveniente de perros aparentemente sanos un 5.4% (6/110) de A. platys y 6.3% (7/110) de E.
canis mediante pruebas moleculares. Si bien es cierto, este estudio no evidencié coinfeccién

alguna; sin embargo, demuestra la coexistencia de estos agentes en una misma area geografica.

En Colombia, mediante el Test SNAP® 4Dx® encontraron una seroprevalencia de 33%
Anaplasma spp., 62% E. canis, 1.6% Dirofilaria inmitis y ausencia de anticuerpos contra
Borrelia burgdorferi en perros provenientes de tres ciudades de ese pais, ademds demostr6 una
seropositividad multiple del 30.1% para Anaplasma spp. y E. canis; en incluso, contra mds de

dos agentes en un 0.6% (McCown et al., 2015).

En Colombia, Vargas et al. (2016) mediante pruebas moleculares detectaron la presencia de
A. platys en 2/91 (2.2%), A. phagocytophilum en 1/91 (1.1%), E. canis en 36/91 (40%) y
Babesia vogeli en 5/91 (5.5%) provenientes de perros con infestacion de garrapatas. Se observo
que, de las dos muestras positivas a A. platys, uno provenia de una paciente que presentaba
signos clinicos resultando ademds positivo a E. canis por PCR. Por otro lado, la otra muestra
positiva provenia de un paciente que no presentaba signos clinicos, pero si habia presencia de
corpusculos de inclusién en plaquetas y resulté positiva molecularmente a E. canis y

Hepatozoon canis.
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En Chile, Alvarez er al. (2015) hallaron una seroprevalencia del 40% (32/80) para
Anaplasma spp., 1.25% (1/80) para Ehrlichia spp. y 3.75% (3/80) contra ambos agentes en

perros de las comunas de Puchuncavi y Quintero, mediante Test SNAP® 4Dx®Plus,

Estudios realizados en Pert mediante el Test SNAP® 4Dx®, reportaron en Lima, una
seropositividad para Anaplasma spp. y B. burgdorferi en un perro que presentaba signos
inespecificos como decaimiento, palidez de mucosas con petequias y equimosis en piel (Rubio
et al., 2011); aunque no se realizé pruebas moleculares para determinar la especie involucrada.
Por otro lado, en Piura, se determiné una seropositividad del 4.2% (3/71) para Anaplasma spp. y
55% (39/71) para Ehrlichia spp. en perros con antecedentes de garrapatas y signos clinicos
compatibles con Anaplasmosis resaltando que todos los seropositivos a Anaplasma spp. también

presentaron anticuerpos cotra Ehrlichia spp. (Naranjo, 2018).

2.4.PATOGENESIS

La patogénesis se inicia desde la mordedura de una garrapata sana a un perro infectado
donde adquiere el agente Anaplasma spp. Las bacterias migran a través del cuerpo pasando al
intestino e ingresando a los hemocitos y glandulas salivales para que puedan infectar con éxito a
un nuevo hospedero objetivo (Greene, 2012) enfrentdndose en todo momento con la respuesta
inmune innato como defensinas y micropulsina especifico del artrépodo, proteinas de la familia

5.3 kDa, un sistema similar al complemento, lisozimas y hemocitos fagociticos (Day, 2016).

En infecciones por A. phagocytophilum se ha identificado la participacién de la proteina
(P11) que es secretada por esta bacteria para infectar los hemocitos en la hemolinfa facilitando

la distribucién del intestino hacia las glandulas salivales para su reserva (Day, 2016).

Estos artropodos deben continuar con su ciclo biolégico y nuevamente necesitan alimentarse
en un nuevo hospedero. Las garrapatas poseen mecanismos basicos para obtener sangre desde la
penetracion de la barrera epidermal del hospedero y la secrecion de moléculas vasoactivas -
anticoagulantes permitiendo a nivel local el flujo de sangre y su consumo; ademas, de potentes
moléculas derivadas por €ste que modulan la respuesta inmune e inflamatoria cutanea del
hospedador que son inyectados en el sitio de alimentacién a través de las secreciones salivales
contaminadas con Anaplasma spp. creando un ambiente 6ptimo y oportuno para la infeccion

(Greene, 2012; Day, 2016).
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La patogenia de la anaplasmosis granulocitica ain no se conoce completamente. La
transmision de A. phagocytophilum de la garrapata a los mamiferos se realiza aproximadamente
dentro de las 24 a 48 horas tras la mordedura de la garrapata Ixodes spp. (Dinitz y
Breitschwerdt, 2012) propagdndose dentro del mamifero a través de la sangre o linfa (Day,

2016).

El periodo de incubacién para A. phagocytophilum varia de 7 a 14 dias infectando
principalmente a las células mds diferenciadas del linaje de los neutréfilos (Dinitz y
Breitschwerdt, 2012). En esta etapa ocurre la adhesién mediante la selectina P, que es abundante

en la superficie de las bacterias, ingresando a los neutréfilos por endocitosis (Greene, 2012).

Dentro de las células, las bacterias se incorporan en los fagosomas (A. phagocytophilum
previene la fusién del fagolisosoma) y se multiplican por fisién binaria formando las moérulas
(Popov et al., 1998). La membrana celular de la célula diana (neutr6filo principalmente)
produce la liberacién de los mircroorganismos por citdlisis, facilitando asi la infeccién de otras
células y multiples 6rganos (Greene, 2012; Day, 2016). La bacteria puede activar mecanismos
patégenos que impiden su destruccion por las células del sistema inmunolégico (Dumler et al.,
2005). El mal funcionamiento de los neutréfilos infectados interfiere con los mecanismos de
defensa inmunoldgica (fagocitosis y motilidad), teniendo como resultado una inmunidad

deteriorada lo que puede facilitar a infecciones secundarias (Day, 2016).

A. phagocytophilum se mantiene principalmente en neutrdfilos circulantes y con poca
frecuencia en tejidos periféricos y hematopoyéticos. Se ha observado que puede infectar en
células progenitoras en médula 6sea (Bayard-McNeeley et al., 2004) y células endoteliales

(Herron et al., 2005).

A. phagocytophilum, se adapta para vivir dentro de los neutrdfilos reduciendo la oxidacion
de productos de la célula por lo que permite la supervivencia de este agente (Syke y Foley,

2014).

En caso de A. platys, esta bacteria se adhiere a las plaquetas e ingresan por endocitosis y se
replica por fisién binaria dentro de una a tres vacuolas revestidas de una membrana, lo que
resulta en la formacién de morulas (1 a 15 organismos por vacuola) que son evidentes en la
sangre 10 a 14 dias después de la inoculacién intravenosa coincidiendo con la aparicién de
trombocitopenia (Harvey et al., 1978; Gaunt et al., 1990). La gravedad de la trombocitopenia y

el porcentaje de plaquetas infectadas son mas altas durante el primer ciclo de infecciéon (Baker

21



et al., 1987). Luego el recuento plaquetario vuelve a la normalidad en 3-4 dias para nuevamente
darse otro ciclo de parasitemia y trombocitopenia de 7-14 dias; conforme va pasando los ciclos
el porcentaje de plaquetas infectadas disminuye haciendo que la trombocitopenia sea menos
pronunciada y en algunos cesen (Harvey et al., 1978). Asimismo, se han encontrado en
macréfagos organismos de A. platys a los 14 dias después de la infeccidn, pero posiblemente
éstos sean el destino de las plaquetas infectadas y no necesariamente un sitio de replicacién
(Greene, 2012). Mientras que en otra investigacion se hallaron inclusiones redondas a ovaladas
de 1 a 3 por célula (1-2 um de didmetro) en megacariocitos y promegacariocitos la cual podria

estar implicada de manera directa con la produccién de plaquetas (De Tommasi et al., 2014).

La trombocitopenia es el hallazgo hematolégico mds comin en la Anaplasmosis canina
(Gaunt et al., 2010; Eberts et al., 2011; Bouzouraa et al., 2016; Yancey et al., 2017; Chirek et
al., 2018) y puede desarrollarse como consecuencia de una lesiéon directa a las plaquetas o
progenitores por parte de organismos replicantes (en caso de A. platys) (De Tommasi et al.,
2014), destruccién por mecanismos inmunitarios (anticuerpos antiplaquetarios) (Harvey et al.,
1978; Eberts et al., 2011; Chirek et al., 2018), aumento del consumo de plaquetas debido a la
coagulacién intravascular diseminada (CID) y secuestro en un bazo agrandado (Warner et al.,

1995, Wong y Thomas, 1998; Nelson y Couto, 2014; Bouzouraa et al., 2016).

No necesariamente un cuadro trombocitopénico produce hemorragias. Esta puede deberse a
lesiones vasculares inducidas por la respuesta inflamatoria sistémica que se produce en perros
infectados con A. platys (p. ej. vasculitis mediada por el sistema inmunitario) (Ferreira et al.,

2007).

2.5.SIGNOS CLINICOS

Los signos clinicos de la anaplasmosis canina son muy inespecificos y similares a otras

enfermedades como Erliquiosis, Babesiosis, Enfermeda de Lyme, etc. (Oliva, 2015).

La enfermedad puede presentarse de manera aguda, subaguda y crénica pudiendo manifestar
signos clinicos desde leves a muy graves (en caso de coinfecciones) e incluso sin presentacién
alguna (subclinica) mostrandose un animal aparentemente sano siendo la presentaciéon mads
frecuente (Carrade et al., 2009; Kohn et al., 2011; Carvalho et al., 2017; Contreras et al., 2018).
Las coinfecciones pueden empeorar las manifestaciones clinicas y enmascarar la enfermedad

complicando el diagndstico (Sainz et al., 2015).
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Las infecciones subclinicas pueden persistir durante meses o afios antes de que ocurra la
eliminacién inmunolégica o terapéutica de la infeccion o el desarrollo de manifestaciones de

enfermedad crénica (Breitschwerdt et al., 2014).

Los signos clinicos reportados en infecciones por A. phagocytophilum son fiebre, anorexia,
letargo, alteraciones en el sistema nervioso y cojera (Yancey et al., 2017; Chirek et al., 2018).
Existen casos raros reportados como colapso, tos leve, uveitis, inyeccidén escleral,

polidipsia/poliurea, edema de extremidades (Sainz ef al., 2015).

En Baster, Minessota, un estudio al examinar a 18 perros con diagndstico hematolégico y
molecular para A. phagocytophilum los signos clinicos hallados fueron fiebre 89% (16/18),
letargo 72% (13/18), cojera y dolor asociada a artropatia 55% (10/18), linfadenopatia 6% (1/18),
disfuncién cerebral izquierda con movimientos circulares 6% (1/18), hiperpatia cervical 6%
(1/18), epistaxis 6% (1/18) y gastritis 6% (1/18) (Eberts et al., 2011). Similares resultados
hallados por Chirek ef al. (2018) encontraron letargo y actividad reducida en un 83% (52/63),
inapetencia 63% (40/63), fiebre 67% (42/63), cojera 16% (10/63), diarrea 14% (9/63),
hemorragia 13% (8/63), vémitos 8% (5/63), dolor de articulaciones 8% (5/63), linfadenopatia
6% (4/63), signos neurolégicos 5% (3/63), tos 5% (3/63), dolor de cuello 3% (2/1), convulsién
2% (1/63) y taquipnea 2% (1/63).

La presentacién aguda causada por A. phagocytophilum donde se presenta una artropatia
febril es similar a la Enfermedad de Lyme causada por Borrelia burgdorferi que es transmitida
por el mismo vector de garrapatas Ixodes spp. (Greene, 2012). Segtn el trabajo de investigacién
realizado por Eberts ef al. (2011), a estos perros se les detecté la presencia de anticuerpos
mediante ELISA (Test SNAP® 4Dx®) contra B. burgdorferi 17% (3/18) no mostrando ninguna
severidad de signos clinicos como hematolégicos en esta posible coinfeccién frente a los
seronegativos; a diferencia del estudio por Beall et al. (2008) que menciona que la infeccién
secuencial y/o coinfecciébn con patégenos transmitidos por vectores complican las
presentaciones clinicos patoldgicas en animales y seres humanos afectando la gravedad y

duracién de la enfermedad y/o alterar la respuesta del tratamiento.

En el caso de infecciones por A. platys la mayoria presentan cuadros subclinicos (Harvey et
al., 1978; Harrus et al., 1997; Huang et al., 2005; Ulutas et al., 2007; Gaunt et al., 2010) y con
frecuencia se hallan cuadros agudos teniendo signos clinicos muy similares a la Erliquiosis
canina y hemorragia (Harrus et al; 1997; Beaufils et al., 2002; Abarca et al., 2007; Bouzouraa et
al., 2016).
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En Uruguay, se realiz6 un estudio para detectar mediante pruebas moleculares A. platys y E.
canis en perros con y sin signos clinicos compatibles obteniendo como resultado 4.2% (8/191)
positivo solo a A. platys, curiosamente estos perros no mostraban signos clinicos compatibles
(Carvalho et al., 2017). Sin embargo, se informé de un curso severo de infeccién experimental
Unicamente por A. platys con hemorragia equimdtica causada por una cepa griega patégena
(Kontos et al., 1991). En un estudio de perros positivos por PCR hallaron anorexia 62.5%,
pérdida de peso 43.8%, linfadenomegalia 43.8%, hipertermia 40.6%, hemorragia 37.5%, letargo
34.4%, transtornos musculoesqueléticos 21.9%, deshidratacién 12.5% e inflamacién ocular
12.5%, cabe mencionar que menos de la mitad presentaban coinfecciones con E. canis; B.
vogeli, Hepatozoon canis y Leishmania infantum (diagnosticados molecularmente) aunque en
las infecciones dnicas por A. platys la frecuencia de los signos clinicos se mantiene, excepto que
se reportaron mds casos de hemorragia en infecciones unicas (Gnicamente A. platys) que en
coinfecciones siendo un 46.7% y 38.5%, respectivamente (Bouzouraa et al., 2016). La
inflamacién ocular ya habia sido reportada antes en un cachorro de 9 meses, era de presentacién
bilateral, ademds presentaba corpusculos de inclusién en plaquetas y seroconversion (Glaze y

Gaunt, 1986).

Se ha evidenciado lesiones cutdneas de origen inexplicable como eritemas, papulas y placas
en perros y que respondieron al tratamiento con doxiciclina tras ser diagnosticados con
anaplamosis granulocitica canina. Estudios realizados en Suiza, demostraron la presencia de
ADN de este agente en biopsias de piel con estas lesiones en perros seropositivos A.

phagocytophilum (Berzina et al., 2014).

Las infecciones agudas transmitidas por Anaplasma spp., Ehrlichia spp. y Rickettsia spp.
pueden causar signos clinicos antes de que el perro tenga una respuesta medible de anticuerpos

(Eberts et al., 2011).

En condiciones naturales, la transmision de garrapatas influye potencialmente en el curso de
la infeccién y las manifestaciones clinicas y, por lo tanto, es una limitacion de los estudios
experimentales de infeccion. Es probable que la coinfeccién o las infecciones secuenciales
contribuyan a algunas de las manifestaciones "atipicas" que se han atribuido histérica y
clinicamente a las infecciones por un solo patégeno (Gaunt et al., 2010). Las infecciones
concomitantes o patégenos adicionales presentes pueden exacerbar el curso de la infeccion

(Dyachenko et al., 2012).
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2.6.DIAGNOSTICO

El diagnéstico definitivo de Anaplasmosis canina resulta ser un desafio ya que generalmente
suelen ser de tipo subclinico (asintomdticos) y en caso de que lo presentara estos son
inespecificos; es por ello, que debe complementarse con diversas pruebas de laboratorio
(hematologia, citologia, serologia y moleculares) sumado a una buena anamnesis nos permitird

llegar al diagndstico.

2.6.1. HEMOGRAMA

El hemograma completo es una gran herramienta diagndstica util para la deteccién de
Anaplasmosis Granulocitica Canina y Trombocitopenia Ciclica Infecciosa Canina (Gaunt et al.,
2010; Eberts et al., 2011). Debe ser considerada la primera prueba de laboratorio por ser facil,
accesible, rdpida y de bajo costo pudiendo realizarse en perros enfermos y aparentemente sanos
en busca de alguna alteracién compatible con la enfermedad, més atin si existe evidencia de

haber sido mordidos por garrapatas (Greene, 2012).

La alteracion hematoldgica mas comuin durante la infeccidén por A. phagocytophilum y A.
platys es la trombocitopenia y es con frecuencia el dnico hallazgo en perros asintomaticos
(Gaunt et al., 2010; Eberts et al., 2011; Bouzouraa et al., 2016; Yancey et al., 2017; Chirek et
al., 2018).

La trombocitopenia causada por A. phagocytophilum se debe principalmente a la destruccién
plaquetaria mediada por el sistema inmune, producciéon de factores inhibidores a nivel de la
médula 6sea, mayor consumo de plaquetas en la coagulacion intravascular diseminada (CID) y
el secuestro por el bazo agrandado (Waner et al., 1995, Wong y Thomas, 1998). Diversos
estudios confirman la trombocitopenia mediada por el sistema inmunitario como un mecanismo
patolégico importante en la Anaplasmosis granulocitica canina detectando una frecuencia de
anticuerpos unidos a plaquetas en un 44 a 56% en perros trombocitopénicos diagnosticados con

la enfermedad (Kohn et al., 2008; Chirek et al., 2018).

La fase aguda de la infeccidn por A. platys se caracteriza por trombocitopenia ciclica que
persiste durante 7 a 14 dias, seguida de un corto periodo de recuperacién, durante el cual los
recuentos de plaquetas generalmente vuelven a la normalidad (Harvey er al., 1978; French y
Harvey, 1983) La trombocitopenia por A. platys se debe a la fagocitosis plaquetaria, destruccion

inmunomediada y lesién directa por parte de los microorganismos replicantes (Harvey et al.,
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1978; Gaunt et al., 2010). Otros estudios muestran la infeccion de las células precursoras de
plaquetas (megacariocitos) que también estarfan implicadas en el mecanismo de la

trombocitpenia al alterar la produccién de éstas (De Tommasi et al., 2014).

Entre las alteraciones hematoldgicas inducidas por A. phagocytophilum encontramos anemia
y leucopenia (linfopenia y eosinopenia) (Kohn et al., 2008; Granick et al., 2009; Eberts et al.,
2011; Yancey et al., 2017; De Arcangeli et al., 2018); similares a otro estudio en 63 caninos con
signos clinicos y diagnosticados mediante PCR evidenciaron trombocitopenia un 86%, anemia
70%, monocitosis 48%, linfopenia 50%, leucocitosis 27% y leucopenia 14% con la tnica

diferencia de que la leucocitosis tuvo mayor frecuencia que la leucopenia (Chirek et al., 2018).

Estudios realizados por Bouzouraa et al. (2016), ademds de la trombocitopenia, evidenciaron
una marcada anemia en perros infectados naturalmente con A. platys. Se hallaron con baja
frecuencia leucocitosis y leucopenia. Los resultados de reticulocitos eran bajos sugiriendo una
anemia de tipo no regenerativa. Ademds, se sospecha que esta bacteria al igual que A.

phagocytophilum podria afectar la médula 6sea por el hallazgo de bicitopenia y pancitopenia.

2.6.2. CITOLOGIA

La citologia del frotis sanguineo, médula ésea u érganos en busca de estructuras compatibles
con Anaplasma sp. y de otros agentes que pueden parasitar células sanguineas aporta mucha
informacién para dilucidar nuestros posibles diagndsticos diferenciales. Es un método simple,
econdémico y rapido. Se recomienda realizarlo tras hallar alguna alteracién hematolégica, mas
adn, si la incidencia de donde viene el perro la frecuencia de enfermedades transmitidas por

vectores es alta.

En infecciones por A. phagocytophilum, éstas se pueden visualizar como microcolonias
similares a moras de color purpura (mas oscuras que el del nicleo) llamadas “morulas” en
granulocitos (neutrdfilos y eosindfilos) (Rikihisa et al., 1997; Popov et al., 1998; Eberts et al.,
2011) en frotis sanguineo mediante tincién May-Griinwald, Wright o Wright-Giemsa (Dumler
et al., 2001; Day, 2016) En la infeccién experimental, se han detectado morulas en 3 a 34% de
los neutrdfilos de sangre periférica dentro de 4 a 14 dias después de la infeccién (Egenvall et
al., 2000; Lilliehook et al., 1998). Un estudio realizado por Eberts et al. (2011) hallé hasta un
94% de morulas en neutréfilos en sangre de perros infectados naturalmente diagnosticados

mediante PCR.
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Las mérulas de A. phagocytophilum proporcionan informacién de diagndstico répido, pero
no estdn presentes en todas las infecciones, ademds éstas son indistinguibles de las morulas E.

ewingii que también infecta a granulocitos (Greig y Armstrong, 2006; Greene, 2012).

Los organismos de A. platys aparecen como inclusiones o moérulas baséfilas en las plaquetas
cuando los frotis sanguineos se tifien con Giemsa, azul de metileno nuevo, Diff-Quik, May
Griinwald-Giemsa, Wright (Harrus et al., 1997; Ferreira et al., 2007; Greene, 2012; Bouzouraa
et al., 2016). Como la bacteriemia de A. platys suele ser baja, los microorganismos son dificiles
de detectar en el frotis sanguineo y generalmente se observa alrededor del 1% de plaquetas
infectadas (Day, 2016) aunque se ha evidenciado experimentalmente que al inicio de la
infeccién puede abarcar un alto porcentaje de formacién de moérulas hasta en un 97% de
plaquetas en el frotis sanguineo (Arraga-Alvarado et al., 1997); sin embargo, se ha detectado
inclusiones ocasionales hasta 21 meses post inoculacién en infecciones experimentales (Kontos

etal., 1991).

En un estudio, al evaluar la presencia de corpuisculos de inclusién o mdérulas en plaquetas
frente a PCR para la deteccion de A. platys, demostré que no existe diferencia significativa entre
las pruebas siendo el andlisis del frotis sanguineo una buena alternativa para su diagndstico
(Ferreira et al., 2007). Por el contrario, otro estudio realizado por Ramos et al., (2009)
afirmaron la superioridad de las pruebas moleculares como el nested—PCR (nPCR) frente al

frotis sanguineo tanto para A. platys y E. canis.

Dependiendo del nivel de habilidad y la experiencia del técnico, otros cambios o artefactos
en granulocitos y plaquetas (otras estructuras citopldsmaticas o precipitados) tienen el potencial
de ser mal diagnosticados como inclusiones de Anaplasma spp. (Eberts et al., 2011; Dyachenko

et al., 2012; Greene, 2012).

Otros hallazgos que se observan en el frotis sanguineo de perros infectados con A. platys es
la presencia de macroplaquetas pudiendo ser mas grandes que los glébulos rojos, monocitosis
con monocitos que fagocitan neutréfilos y plaquetas conteniendo a los corptsculos de inclusién

(Beaufils et al., 2002).

En el examen citologico de la médula 6sea, durante la infeccién natural, no se ha
evidenciado A. phagocytophilum en megacariocitos, mas si en una infecciéon experimental en
cultivos de células megacariociticas humanas, pero no afecté la formacién ni produccién de

plaquetas (Granick et al., 2008).
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En un estudio experimental en caninos donde se inocularon plaquetas con A. platys se
observd en aspirados de médula 6sea un aumento de megacariocitos siendo indicativo de una

trombocitopenia regenerativa (Gaunt et al., 1990).

En dos cachorros infectados naturalmente con A. platys, con signos clinicos leves y
alteraciones hematoldgicas como anemia, neutropenia y severa trombocitopenia se hallaron
inclusiones redondas a ovaladas de 1 a 3 por célula (1-2 um de didmetro) en megacariocitos y
promegacariocitos en ldminas citolégicas de médula ésea similares a las que se hallaron en
plaquetas. Ademds, se encontré hiperplasia como displasia, hiperlobulacién, nucleos
desorganizados y emperipolesis megacariocitica (De Tommasi et al., 2014). Esta infeccién
podria repercutir en la disminucién de nuevas plaquetas al ser las células progenitores alteradas
y quizds destruidas llevando a una trombocitopenia; sin embargo, falta més estudios para

confirmar esta hipotesis.

La citologia del liquido sinovial se recomienda siempre y cuando haya evidencia de
enfermedad articular sin causa explicable y alteraciones hematoldgicas compatibles con
Anaplasmosis granulocitica canina. En caso de infecciénes por A. phagocytophilum se puede
observar un aumento de leucocitos > 3,000 células / pl con predominio de neutrdfilos (no
degenerados) encontrandose las mérulas en el 1 al 10% del total de neutréfilos. Esto se puede

evidenciar hasta la décima semana postinfecciéon (Alleman, 2017).

Otros hallazgos citolégicos durante la infecciéon de A. platys se ha observado hiperplasia
folicular y plasmocitosis en la fase aguda de la infeccién, y hemorragia en algunos dérganos

como el bazo (Baker ef al., 1987).

2.6.3. PRUEBAS BIOQUIMICAS

En infecciones por A. phagocytophilum se ha reportado principalmente alteraciones como
hiperbilirrubinemia, aumento de transaminasas, hiperproteinemia, hipoalbuminemia,
hiperfosfatemia y en menor frecuencia azotemia renal (Kohn er al., 2008; Chireck et al., 2018);
mientras que en infecciones por A. platys se hall6 hiperproteinemia (Kontos et al., 1991) y en
menor frecuencia un ligero aumento de transaminasas y bilirrubina, sin observar azotemia renal

(Bouzouraa et al., 2016).
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2.6.4. ULTRASONOGRAFIA

Si bien es cierto, la ultrasonografia no es un método de diagndstico para la Anaplasmosis
canina, permite el hallazgo de esplenomegalia, siendo la alteracién mds frecuente en perros con
signos clinicos y positividad por PCR a A. phagocytophilum afectando un 84 a 95%, y en
segundo lugar la hepatomegalia de 6 a 11% (Kohn et al., 2008; Chireck et al., 2018). En
contraste, en infecciones por A. platys se reporta un bajo porcentaje de esplenomegalia

hallandose un 16% de los casos (Bouzouraa et al., 2016).

2.6.5. PRUEBAS SEROLOGICAS

Las pruebas serolégicas permiten la detecciéon de anticuerpos contra Anaplasma spp. y
pueden ser de tipo cuantitativa o cualitativa. La cuantitativa mide la concentracién de
anticuerpos apartir de diluciones seriadas obteniendo como producto final el titulo del suero.
Este tipo de prueba seroldgica permite diferenciar una infeccidn reciente versus una exposicion
antigua; a diferencia de la cualitativa que solamente detecta la presencia anticuerpos (Greene,

2012; Nelson y Couto, 2014). Las mds empleadas son la IFI y Test SNAP® 4Dx® Plus.

La inmunofluorescencia indirecta (IFI), es una prueba de diagndstico para la deteccién de
anticuerpos contra A. phagocytophilum y A. platys. Parece ser relativamente especifica para
identificar perros expuestos al agente, pues no se reportan reacciones cruzadas con Ehrlichia
canis (Kontos et al., 1991; Brown et al., 2001; Greene, 2012). Actualmente es poco empleado
para la deteccidn de anticuerpos frente a A. platys pero si es muy usado para el diagndstico de A.

phagocytophilum incluso en humanos (Sainz et al., 2015; CDC, 2019).

En 18 perros naturalmente infectados con A. phagocytophilum y positivos a PCR, se buscé la
deteccién de anticuerpos contra Anaplasma spp. mediante el IFI y el Test SNAP® 4Dx®
concluyendo que el IFAT detectd anticuerpos en 12 perros, a diferencia del Test SNAP® 4Dx®
que habia detectado solo en 9 pacientes (Kohn ef al., 2008). En un estudio experimental en
perros, al evaluar un nuevo protocolo para la detecciéon de anticuerpos contra A.
phagocytophilum usando un Sistema de fluorescencia automatizado (sensibilidad: 95.4% y
especificidad: 100) fue comparado con IFA y ELISA concluyendo que el Sistema de
fluorescencia automatizado e IFA detectaron anticuerpos antes que el ELISA (Moroff et al.,

2014).
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La prueba de ELISA (ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas) es la mis empleada en
medicina veterinaria por su practicidad y que no requiere instalaciones o equipos costosos. Ya
sea en el consultorio diario y en muchas investigaciones cientificas, el més usado es el Test

SNAP® 4Dx® Plus (IDEXX Laboratories, Inc.) (Sainz et al., 2015).

El Test SNAP® 4Dx® Plus es una prueba cualitativa que posee una sensibilidad del 99.1% y
una especificidad del 100%, siendo el test de screening mds recomendado en perros a partir de
muestras de suero, plasma y sangre entera con anticoagulante. Esta prueba puede llegar a
evaluar posibles “coinfecciones” al detectar la presencia de anticuerpos contra A.
phagocytophilum, A. platys, E. ewingii, E. canis, B. burgdorferi; y antigenos frente a Filarias.
Este kit de prueba ELISA emplea antigenos purificados proporcionando una especificidad y
sensibilidad superior respecto a los tests que emplean células enteras (IFI y Western blot)
debido a su tecnologia basada en péptidos del test SNAP®. La parte del Test SNAP® 4Dx® Plus
para A. phagocytophilum detecta anticuerpos IgM e IgG, ademads de realizar reaccién cruzada
con A. platys ya que son organismos estrechamente relacionados y no tiene reaccién cruzada

con ninguna otra especie de rickettsia.

Como en la gran mayoria de las infecciones, el sistema inmunitario producird elevadas
concentraciones de anticuerpos IgM durante la fase aguda inicial de la infeccién, més adelante,
en el transcurso de la infeccién, el sistema inmunitario comenzard a producir anticuerpos IgG
cuyos niveles pueden permanecer elevados en el suero durante meses, o incluso afios. En
general, una muestra con el Test SNAP® 4Dx® Plus que resulta positiva frente a A.
phagocytophilum presenta una buena correlacion con un resultado positivo obtenido mediante
una prueba IFA. Tener en cuenta que para que dé un resultado positivo en el Test requiere un
titulo > 1:80 anticuerpos inmunofluorescentes, sino éstos serdn considerados como negativos

(IDEXX Laboratories, 2018).

Un estudio realizado por Goldstein et al. (2014) compararon el rendimiento de dos pruebas
que detectan diversas enfermedades transmitidas por vectores para la deteccién de anticuerpos a
A. phagocytophilum y B. burgdorferi. Los kits de estudio fueron el SNAP® 4Dx® Plus (IDEXX
Laboratories, Inc.) y AccuPlex®4 (Antech Diagnostics, Inc.). Se trabajaron con 3 grupos los
cuales uno era el control, otro grupo se le habia realizado el IFA para el diagnéstico de A.
phagocytophilum y otro Western Blot para B. burgdorferi. Se evaludé la sensibilidad,
especificidad y reproducibilidad de cada prueba a estudiar. La comparacién de SNAP® 4Dx®

Plus y AccuPlex®4 con Lyme Western blot demostré una diferencia significativa en el
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rendimiento; SNAP® 4Dx® Plus fue 98.5% sensible y 95.7% especifico vs AccuPlex®4 que fue
78.5% sensible y 72.9% especifico. El rendimiento de SNAP® 4Dx® Plus y AccuPlex®4 en
comparacién con A. phagocytophilum por IFA produjo una sensibilidad y especificidad de
91.7% y 88.7% para la prueba SNAP® 4Dx® Plus y 75% y 82.6% para la prueba AccuPlex®4.
La reproducibilidad de SNAP® 4Dx® Plus fue del 96% para B. burgdorferi y del 95% para
Anaplasma sp. en comparacién con AccuPlex®4, que tuvo una reproducibilidad del 89% y 79%,
respectivamente. En esta comparacién directa, la prueba SNAP® 4Dx® Plus demostré una mejor
precisién y reproducibilidad que la prueba AccuPlex®4 para la deteccién de anticuerpos contra
B. burgdorferi y Anaplasma sp. Esto demuestra que el SNAP® 4Dx® Plus tiene un mejor

rendimiento.

La ventaja de esta prueba de ELISA son el costo, accesibilidad, evalia varios patégenos
transmitidos por vectores, facil de usar y brinda un rdpido resultado. La principal desventaja es
la interpretacion que el médico haga a partir de los resultados. Tener en cuenta que una
seropositividad en el Test SNAP® 4Dx® Plus frente a Anaplasma sp. es un resultado que no
permite especificar la especie del agente debido a la existencia de reaccidn cruzada entre A.
phagocytophilum 'y A. platys (IDEXX Laboratories, 2018). Una desventaja de esta prueba es
que su seropositividad no significa necesariamente que el agente se encuentre presente, sino que
anteriormente ha sido expuesto (infeccién pasada) y atin persisten los anticuerpos siendo
detectables en la sangre. Para este caso se debe complementar con el historial, examen clinico,
alteraciones hematoldgicas y bioquimicas y otros para aseverar una infeccidn presente que nos
permitira realizar prontamente un tratamiento. Por otro lado, un resultado seronegativo no
necesariamente excluye una infeccién porque quizds ain no forme la cantidad de anticuerpos

detectables para la prueba, esto se observa en la fase aguda de la infeccion (Eberts ef al., 2011).

Se ha encontrado seroconversion en infecciones experimentales en el dia 14 mediante IFA
(Moroff et al., 2014) y mediante el test SNAP® 4Dx® a los 30 dias en infecciones naturales con
A. phagocytophilum (Yancey et al., 2017). Mientras que, en infecciones experimentales con A.
platys fueron detectados en el dia 16 postinfeccion (rango 10-24 dias) mediante el test SNAP®
4Dx® (Gaunt et al., 2010). La deteccién temprana y persistencia de anticuerpos contra
Anaplasma sp. depende de la prueba seroldgica, sistema inmunolégico, si es una infeccién

natural dnica o de varios agentes, dosis de inoculacién y cepa del agente (Sainz et al., 2015)
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Estudios realizados por Kontos et al. (1991) en una infeccién experimental tras la
inoculacién de una cepa patégena griega de A. platys, se evidencié mediante IFA la presencia de

titulos de anticuerpos en 1:1000 hasta el dia 171 postinfeccién que duré la investigacion.

2.6.6. PRUEBAS MOLECULARES (PCR)

El PCR, es un método de diagndstico molecular que permite la deteccion directa (presencia
de ADN) del agente a estudiar. Es la prueba més sensible porque permite diferenciar la especie
de Anaplasma frente a otras enfemedades transmitidas por vectores que presentan hallazgos
clinicos y hematoldgicos similares, ademds de cuantificar la carga bacteriana (Santos et al.,
2009; Eberts et al., 2011; Cardoso et al., 2015; Sainz et al., 2015; De Arcangeli et al., 2018).

Actualmente son las més empleadas en diversas investigaciones cientificas (Sainz et al., 2015).

La muestra mds empleada para realizar un diagndstico molecular en caninos es la sangre
periférica tamponada con EDTA. Mediante este método los resultados positivos toman mayor
importancia siendo evidencia de una infeccién activa (Kohn ef al., 2008; Sainz et al., 2015); sin
embargo, un resultado negativo no debe pasar desapercibido ya que puede interpretarse como la
ausencia del agente o una baja bacteriemia presente no detectable por la prueba dependiendo de
la etapa de la enfermedad que se encuentre, por ejemplo, la infeccion de A. platys que se

caracteriza por una bacteriemia intermitente.

Una ventaja frente a las pruebas seroldgicas es que permite su detecciéon temprana, incluso
antes de la presencia de moérulas o corpusculos de inclusién en frotis sanguineo y anticuerpos
detectables en sangre (Moroff et al., 2014). Los estudios experimentales han demostrado
presencia de ADN de A. phagocytophilum y A. platys tan pronto como 2 y 3 dias post infeccién,
respectivamente; sin embargo, es limitada en infecciones crénicas donde la bacteriemia suele

ser baja (Greene, 2012; Moroff et al., 2014).

Otras muestras empleadas donde se ha hallado con éxito positividad son los linfonddulos,
liquido sinovial y 6rganos. Yancey et al. (2017) realiz6 PCR de muestras obtenidas de
linfonédulos en 13 perros positivos molecularmente a A. phagocytophilum encontrando el 85%
(11/13) de positividad en linfonédulos. Otro estudio hallé positividad mediantes pruebas
moleculares obtenidas del liquido sinovial en pacientes con poliartritis en 3 muestras de 5 perros
positivos a PCR por este mismo agente (Chirek et al., 2018). En Suiza, Berzina et al. (2014)
demostraron la presencia de ADN de A. phagocytophilum en lesiones cutdneas inexplicables en

perros diagnosticados con Anaplasma granulocitica canina.
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2.7.TRATAMIENTO

El tratamiento cldsico y actualmente recomendado para Anaplasmosis canina es la
doxiciclina a Smg/kg c¢/12 horas 6 10mg/kg c/24 horas por 30 dias (Harrus et al., 1997; Beaufils
et al., 2002; Gaunt et al., 2010; Yancey et al., 2017; Chirek et al., 2018). Este antibidtico
también es efectivo en coinfecciones con E. canis y B. burgdorferi (Sainz et al., 2015). En
algunos pacientes puede causar vomitos y esto se corrige siguiendo la primera dosificaciéon de
cada 12 horas, ademds de proporcionarle después de la alimentacién o complementando al
tratamiento con un protector gastrico (Little, 2010; Sainz et al., 2015). A diferencia de otras

tetraciclinas no parece causar decoloracidn del esmalte en cachorros (Nicholson et al., 2010).

Un estudio en Baster, Minessota, Eberts et al. (2011) demostraron que la doxiciclina, en
etapas agudas, tiene una rapida resolucién de signos clinicos, incluyendo signos neurolégicos, a
partir de las 24 horas hasta los 6 dias post tratamiento. En este trabajo se empled una dosis de 6-
8mg/kg c/12 horas y otros c¢/24 horas en una duracién de 14 dias, 21 dias y 28-30 dias llegando
como conclusién que la duracién y dosificacién no influye en los resultados. Cabe mencionar
que en este estudio no se realizaron pruebas moleculares para el seguimiento post tratamiento

para asegurar la ausencia del agente.

Posteriormente, trabajos realizados por Yancey et al. (2017), determinaron la ausencia de
este agente en sangre y linfonddulo por PCR confirmando la eficacia de la doxiciclina a Smg/kg
¢/12 horas en el dia 30 y 60 post tratamiento con mejoria de signos clinicos y alteraciones
hematoldgicas en perros con signos compatibles con anaplasmosis y positivos a A.

phagocytophilum mediante pruebas moleculares.

En bisqueda de otros antibidticos a la doxiciclina debido a los efectos que causa en nifios y
mujeres embarazadas como también una alternativa a ésta, Maurin et al. (2003) realizaron un
estudio experimental con diferentes cepas de A. phagocytophilum provenientes de humanos,
caballos y perros de varias regiones de EE.UU demostrando buenos efectos in vitro de la
rifampicina y levofloxacina. La rifampicina se ha utilizado con éxito en un grupo limitado de
mujeres embarazadas para el tratamiento de Anaplasmosis granulocitica humana (AGH)
(Buitrago et al., 1998). Faltan muchos estudios in vivo por realizar para demostrar su eficacia,

dosificaciéon y duracién en caninos durante la enfermedad.

Investigaciones experimentales realizadas por Chang et al. (1997) en tres perros infectados

con A. platys por inoculacién endovenosa evaluaron la eficacia de dos antibidticos. Tras
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observar plaquetas infectadas en un perro, se empled la tetraciclina a 22mg/kg ¢/8 horas durante
2 semanas y en los otros dos se suministré doxiciclina a 10mg/kg c¢/24 horas por una semana
cuyos efectos en los pardmetros de plaquetas y presencia en frotis tuvieron resolucién a la
semana. Sin embargo, en el primer caso, semanas después de terminar la antibioterapia
volvieron a aparecer las plaquetas infectadas mostrando la persistencia de A. platys; mientras en
el segundo caso, no se evidenciaron durante las tres semanas tras terminar el tratamiento por
PCR vy frotis sanguineo. Si bien es cierto la duracién del tratamiento con doxiciclina fue efectiva
en una semana, generalmente en infecciones naturales, se encuentra en coinfecciones con E.

canis donde el tratamiento deberia ser més largo que 21 hasta 30 dias (Nelson y Couto, 2014).

Paralelamente en Israel, Harrus er al. (1997) demostraron la eficacia de la doxiciclina a
Smg/kg ¢/24 horas durante 21dias (via oral) mds el dipropionato de Imidocarb S5mg/kg c/14 dias
por 2 veces (via intramuscular) en 5 pacientes diagnosticados serolégicamente por IFA para A.
platys siendo dos de ellos positivos para E. canis. Se vidé una resolucién dentro de las 48 a 72
dias de los signos clinicos y ausencia de morulas e inclusiones en el frotis sanguineo. Similar
tratamiento realizado por Sainz et al. (1999) con doxiciclina a Smg/kg c¢/24 horas durante 28
dias (via oral) mds el dipropionato de imidocarb Smg/kg c/14 dias por 2 veces (via subcutanea)
en un perro con signos clinicos y diagnosticados por IFA y frotis sanguineo para A. platys, E.

canis 'y Babesia spp. fue exitoso.

El imidocarb es muy nefrotéxico con 50% de mortalidad, se debe tener mucha precaucién en
pacientes renales y bajar dosis a 3mg/kg SC mas fluidoterapia (Dyachenko et al., 2012). Es

efectivo en coinfecciones con Babesisa canis o Hepatozoon canis (Sainz et al., 2015).

Otros antibiéticos alternativos que refieren para A. phagocytophilum es la tetraciclina a
22mg/kg c/8 horas por 14-21 dias (via oral); minociclina 10mg/kg c¢/12 horas por 10 dias (via
oral o endovenosa). Igualmente, para A. platys, ademds de las anteriores, oxitetraciclina 7.5-
10mg/kg c/ 8 horas por 14 -21 dias (via endovenosa) y enrofloxacina Smg/kg c/12 horas por 14-

21 dias (via oral, endovenoso o subcutianeo) (Greene, 2012).

El uso de los esteroides (prednisona o prednisolona) en el tratamiento es discutible. Se
recomienda utilizarlo cuando no se observa una respuesta satisfactoria al inicio del tratamiento o
surgen complicaciones inmunomediadas como anemia hemolitica, trombocitopenia, uveitis,
vasculitis, glomerulonefritis, poliartritis. Se ha empleado prednisona a 0.5-2mg/kg/dia y la
duracién varia segun el tipo y gravedad de afeccién inmunomediada halldndose una respuesta

favorable en infecciones agudas a las 24-48 horas (Kohn et al., 2008; Sainz et al., 2015).
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Otras terapias de apoyo cuando el cuadro sea grave o en fases crénicas se emplea
transfusiones, fluidoterapia en casos de deshidratacion o enfermedad renal secundaria,
antipiréticos y analgésicos. En cuadros crénicos causados por la infeccion de E. canis, donde se
evidencia una pancitopenia, se ha reforzado la antibioterapia al utilizarse factores de
crecimiento hematopoyético (eritropoyetina), dosis baja de vincristina y glucorticoides lo

mismo que se podria extrapolar en infecciones con Anaplasma sp. (Sainz et al., 2015).

Las decisiones del tratamiento dependen de la presentacidon de signos clinicos, alteraciones
hematoldgicas, hallazgos de mérulas o corpuisculos de inclusién, pruebas bioquimicas, pruebas
serolégicas y moleculares. No debe basarse inicamente de la prueba seroldgica (cualitativa). El
perro seronegativo podria haberse infectado recientemente, mientras que el perro seropositivo
podria haber estado expuesto meses antes y ya habia eliminado el organismo a través de una
inmunidad innata (Eberts et al., 2011). En los ultimos afios la infecciéon secuencial y la
coinfeccién con otros patégenos transmitidos por vectores complican las presentaciones clinico-
patolégicas en animales afectando la gravedad, duracién de la enfermedad y respuesta al

tratamiento (Beall et al., 2008; Gaunt et al., 2010; De Tommasi et al., 2014)

2.8.PREVENCION Y CONTROL

A diferencia de otras enfermedades, actualmente no existe vacuna para prevenir la

Anaplasmosis canina.

La prevencién y control parte en un inicio en las acciones que tenga el propietario con su
mascota. Aqui la importancia del médico veterinario en educar, orientar y brindar la
informacién respectiva a los duefios de pacientes sanos o que hayan adquirido alguna
enfermedad transmitida por garrapatas. Esto ayudard a prevenir la transmisién e infeccién a

otros nuevos hospedadores, incluyendo al hombre.

Las medidas preventivas se centran en el control de las garrapatas por ser su presencia el
principal factor de riesgo en animales y humanos. Tener en cuenta que muchas enfermedades
pueden transmitirse durante las primeras 3 a 48 horas post fijacién del vector. Existen en el
mercado veterinario diversos productos en diferentes presentaciones desde aerosoles, repelentes
quimicos (collares), repelentes ultrasénicos (dispositivos), talcos, champts, bafios medicados,
pipetas y pastillas orales. Estos previenen la mordedura del vector o eliminan la garrapata
adherida al canino antes de que le dé tiempo de trasmitir la infeccién. Elegir el producto y

presentaciéon dependerd de la preferencia de uso, duracién de proteccién, necesidades
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terapéuticas si hay coinfecciones con otros vectores como pulgas, mosquitos y d4caros
(componente quimico y mecanismo de accidn), estado fisiolégico (cachorro, adulto, gestante,
lactante) y de salud (sanos o con problemas renales, hepdticos, piel etc). La eficacia de estos

productos dependerd del cumplimiento de las indicaciones del fabricante (CDC, 2019).

Un complemento, a lo anterior, es la fumigacién del ambiente externo (jardines) e interno
(alfombras, debajo de sillones, grietas de pisos y paredes) por la presencia de huevos, larvas o
ninfas - adultos que se encuentran en invernacion. Las larvas pueden sobrevivir hasta un afio sin
alimentarse. Se recomienda fumigar las paredes hasta un metro de altura porque las garrapatas
suelen trepar hasta esa altura incluyendo las rajaduras y esquinas. Siguiendo siempre la
indicacién y con las medidas de seguridad correspondiente segin del producto por ser nocivos

para la salud (CDC, 2019).

Se debe evitar que el perro tenga contacto con terrenos abandonados, campos y arbustos
porque pueden infestarse y traer consigo a las garrapatas hacia los hogares. Si bien es cierto, es
inevitable no llevar a nuestras mascotas a los parques o sitios con mucha vegetacion, se
recomienda, tras regresar a casa, revisar el pelaje para detectar alguna garrapata para que puedan
ser retiradas a tiempo. En caso de que la garrapata esté impregnada a la piel retirar con pinzas
cerca de ésta y jalar hacia afuera usando una presién constante, la garrapata no debe ser
exprimida o retorcida ya que puede dejar alguna parte de la garrapata permaneciendo en la piel

y limpiar en la herida con algtn desinfectante (CDC, 2019).

La prevencion frente a garrapatas en humanos también es imprescindible, mds adn si se
recurre a zonas con mucha vegetacion. Se recomienda usar repelentes que contengan DEET,
picaridin, IR3535, aceite de eucalipto de lim6n (OLE), para-mentano-diol (PMD) o 2-
undecanona. Ademads de estar bien cubiertos con ropas de mangas largas y pantalén que cubra

mayor parte de la piel (CDC, 2019).

Las ropas y equipos se pueden tratar con productos que contengan un 0,5% de permetrina.
La permetrina se puede usar para tratar botas, ropa y equipo de campamento y se mantiene

protectora durante varios lavados (CDC, 2019).
Siempre la mascota debe estar al dia con su producto para el control de garrapatas a pesar de

que no evidencié ninguna, ya que se ha reportado casos con la enfermedad sin hallarse el vector

al examen clinico (CDC, 2019).
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En caso de animales enfermos, seguir el correcto tratamiento hasta su resolucién y control
periddico de la enfermedad para evitar la transmisién y diseminacién de estos agentes

infecciosos.

2.9.ZOONOSIS

En la actualidad existen varios estudios y reportes donde demuestran, mediante pruebas
serolégicas y moleculares, zoonosis causadas por A. phagocytophilum y A. platys; sin embargo,
la Anaplasmosis granulocitica humana (AGH) causada por A. phagocytophilum toma una gran
importancia por la incidencia actual que representa a diferencia de A. platys que recién en

humanos se esta haciendo conocer (Dumler et al., 2001, 2005).

A. phagocytophilum es el agente responsable de la anaplasmosis granulocitica humana
(HGA) teniendo un gran impacto en la salud publica (Dumler et al., 2001, 2005). Fueron
descritas por primera vez en humanos en los afios 90 hasta la actualidad con una incidencia de
casos en aumento (CDC, 2019). Entre los sintomas frecuentes se halla malestar general como
fiebre, dolor de cabeza, tos, dolor lumbar, mialgia, escalofrios, confusién incluso trastornos
gastrointestinales y entre menos frecuentes tenemos artralgia, conjuntivitis, linfadenomegalia,
disuria, y edema periférico (Woldehiwet, 2010). Si no se diagnostica a tiempo puede llegar a ser
potencialmente mortal. Sintomas similares se presenta en infecciones por A. platys (Arraga-

Alvarado et al., 2014).

El ndmero de casos de Anaplasmosis humana causadas por A. phagocytophilum reportados a
la CDC (Centers for Disease Control and Prevention) ha ido en aumento de 348 casos en el
2000 a 5762 en 2017 con una incidencia de 1.4 a 17.9 casos por millon de personas en los afios

2000 a 2017 y la tasa de letalidad se sigue manteniendo por debajo del 1% (CDC, 2019).

Las personas con bajas defensas (pacientes con quimioterapias, VIH, trasplantes de érganos
entre otros) son mas susceptibles a tener cuadros mds severos si son infectadas (CDC, 2019) y
mds adn en casos de coinfecciones (Maggi et al., 2013; Arraga-Alvarado et al., 2014;
Breitschwerdt et al., 2014). Otro factor de riesgo es la ocupacién laboral, por ejemplo, médicos
veterinarios que estdn siempre en contacto con caninos y felinos enfermos infestados por
garrapatas (Maggi et al., 2013; Weinborn et al., 2018), trabajadores de campos (Méttar y Parra,
2006) e incluso los mismos propietarios que tienen mascotas en sus hogares (Abarca et al.,

2008; Breitschwerdt et al., 2014).
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Los métodos de diagndstico y tratamiento son similares al de los caninos por tanto la

deteccién temprana tiene un prondstico favorable (CDC, 2019).

En 1996, en Venezuela se reportdé un caso compatible con Erliquiosis en una nifia
(seropositiva a anticuerpos anti- E. Chaffeensis mediante IFAT), ademds de presentar las
morulas en leucocitos, también se hallaron corpisculos de inclusién en plaquetas compatibles
con la infeccién de A. platys aunque nunca fueron confirmadas molecularmente (Arraga-

Alvarado et al., 1996).

Mittar y Parra (2006) realizaron un estudio en Colombia para determinar la seroprevalencia
mediante IFA para la deteccion de IgG para A. phagocytophilum, Bartonella spp. y Coexiella
burnetii encontrando un 20%, 37% y 26.6%, respectivamente, en personas que tenian como

actividad trabajar en el campo.

En Chile, se hallé una seroprevalencia de anticuerpos anti-Anaplasma sp. del 18.5% en
personas que tenian contacto con perros erliquiosos; y 3.3% en personas que no habian tenido

contacto con perros erliquiosos ni garrapatas (Abarca et al., 2008).

En una médica veterinaria de 27 afios que anteriormente habfa realizado diversos trabajos
como tratamientos en un hospital de animales menores e investigacion anatémica haciendo
diseccién de animales salvajes estando en contacto con diversos ectopardsitos, rasgufios y
mordeduras por los animales se hallé6 una coinfecciéon mediante pruebas moleculares y
serologicas para A. platys, Bartonella henselae y Candidatus Mycoplasma haematoparvum.
Durante casi dos afios present6 episodios de desmayos, migrafias, fotofobia, dolores musculares,
convulsiones, anomalias neuroldgicas y neurocognitivas que fueron disminuyendo tras recibir el
tratamiento indicado. En ningiin momento presentd fiebre o alteraciones hematoldgicas (Maggi

et al., 2013).

Mediante PCR se diagnosticé una coinfeccion por A. platys, Ehrlichia ewingii, Ehrlichia
chaffeensis en una madre (57 afios) e hija (16 afios) tras adoptar a un cachorro de 15 semanas
proveniente de Misuri (EE.UU), regién endémica para erliquiosis trasmitidas por garrapatas. El
cachorro era cuidado por ellas principalmente y a veces recibian mordidas. Cabe mencionar que
cuando fue adoptado, el cachorro presenté una neumonia, luego se recuperd y posteriormente
opt6é un comportamiento agresivo. El cachorro ademas de las otras infecciones halladas en sus
propietarias se le diagnéstico Ehrlichia canis. La madre habia desarrollado un edema

subcutaneo intermitente y aumento leve de enzimas hepaticas; mientras que la hija, un dolor en
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la parte superior del cuerpo. No se evidenci6 sintomas o alteraciones hematolégicas compatibles
a Anaplasmosis/Ehrliquiosis. Todos recibieron tratamiento (madre y perro) y se recuperaron
mostrando un PCR negativo a estos agentes. Aqui se confirma la zoonosis ya que descubrieron
que el ADN implicado para anaplasma y erliquia fueron idénticas tanto para la madre, hija y

perro (Breitschwerdt et al., 2014).

En Venezuela, Arraga-Alvarado et al. (2014) reportaron 2 casos de positividad mediante
PCR para A. platys en dos mujeres (29 afios y 50 afios) que presentaban disminucién del apetito,
malestar general, dolor muscular, dolor de cabeza, escalofrios, insomnio y ademds habian tenido
contacto con perros compatibles con Anaplasmosis (uno si fue confirmado). La primera mujer
nunca presentd alteraciones hematoldgicas. La segunda mujer presentd una pancitopenia e

infeccién con el virus del Epstein-Barr, citomegalovirus y virus del dengue.

En Marruecos, se hall6 una seropositividad mediante IFA para la deteccién de IgG contra A.
phagocytophilum un 37% (51/138) en adiestradores de perros militares y policiales; y 21.7%
(41/115) en donadores de sangre (Khatat ef al., 2016). Esto es alarmante porque existe una alta
probabilidad de que se transmita el agente durante las transfusiones. Al afo siguiente se realiz6
otra seroprevalencia encontrando un 70% en propietarios, pero esta vez realizando pruebas
moleculares y seroldgicas en sus perros encontrando un 7.5% (27/362) para A. platys 'y 21.9%

(93/425) frente a Anaplasma spp. (Khatat et al., 2017).

En Chile, se realizé un estudio en una poblacién con riesgo ocupacional para determinar la
presencia de anticuerpos contra Anaplasma spp. en un hospital veterinario hallindose una
seropositividad de 25.9% (15/58). De los seropositivos, segin la actividad que desarrollaban

con sus mascotas, el 37.5% bafiaban y dormian con sus mascotas (Weinborn et al., 2018).
En relacién a los estudios mediante serologia para Anaplasma spp. falta complementar con

pruebas moleculares para identificar la especie ya que estos dos agentes pueden hacer reaccién

cruzada a la serologia.
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111 MATERIALES Y METODOS

3.1.LUGAR Y EPOCA DE EJECUCION DEL ESTUDIO

El estudio fue realizado en el distrito de Chiclayo perteneciente a la provincia del mismo
nombre ubicado en el departamento de Lambayeque (Peri) durante el mes de enero del afio
2019. Este se encuentra en la costa norte a 27 msnm con coordenadas geogrificas entre los
06°46'19" de latitud sur y 79°5021 de longitud oeste presentando un clima subtropical con una
temperatura maxima de 32°C con 75% de humedad condicionando un ambiente favorable para

la propagacion de los vectores e incidencia de enfermedades rickettsiales en caninos.

La coleccidon de muestras sanguineas se realizé por medio de campafias para descarte de
Anaplasmosis canina. La primera etapa del hallazgo hematolégico (hematocrito, hemoglobina,
recuento glébulos rojos, recuento de leucocitos y frotices sanguineos) y obtencién del suero
para su conservacién fueron ejecutados en el Laboratorio Clinico “Pet Lab” (Lambayeque); y la
segunda parte del hallazgo hematolégico (recuento de plaquetas, valor relativo de leucocitos,
visualizacién de corpusculos de inclusién y/o mérulas) y examen serolégico fueron realizados

en el Laboratorio de Patologia Clinica Veterinaria de la FMV — UNMSM (Lima).
3.2 MATERIALES
3.2.1. INDIVIDUOS PARTICIPANTES
En el presente estudio se colectd un total de 88 muestras de sangre periférica venosa para la

determinacién del hallazgo hematolégico y deteccion de anticuerpos contra Anaplasma spp.

Dicho tamafio muestral fue establecido de acuerdo a la férmula para poblaciones finitas:
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Dénde:
N = Total de la poblacién
Z= Distribucién normal (Z=1.96, a un nivel de confianza del 95%)
p = proporcién esperada (p=0.06) (Badillo et al., 2017)
q=1-p (1-0.06 =0.94)
E = Margen de error permitido (5 %)

Para el célculo estimado de la poblacion de perros en el distrito de Chiclayo se consider6 la
relacién habitante: perro de 10:1. De esta manera la poblacion canina fue de aproximadamente

29,178 siendo el tamafio muestral de 87 perros como minimo.

3.2.1.1. CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

Los criterios de inclusion fueron todos los perros aparentemente sanos con antecedentes de
mordeduras de garrapatas provenientes del distrito de Chiclayo con presencia de éstas o haber

sido infestados dentro de los tltimos 6 meses sin distincidn de raza, sexo y edad.

Los criterios de exclusion fueron la ausencia de garrapatas por un periodo mayor a los 6

meses.

3.2.2 MATERIALES PARA TOMA Y ALMACENAMIENTO DE MUESTRAS
OBTENIDAS

— Mesa de aluminio

— Cooler con geles refrigerantes

— Tubos Vacutainer® con EDTA (4cido tetraacético de etilendiamino)
— Tubos Vacutainer® sin anticoagulante con separador de gel

— Gradillas para tubos Vacutainer®

— Plumoén marcador

— Masking tape

— Agua oxigenada

— Guantes de l4tex

— Algodén hidréfilo
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Alcohol 70°
Agujas hipodérmicas descartables de 21G x 17

3.2.3. MATERIALES PARA PRUEBAS HEMATOLOGICAS Y SEROLOGICAS

3.2.3.1. EQUIPOS

Microscopio de luz artificial — Leica DM500
Fotémetro RIELE 5010 5.
Centrifuga para microcapilares

Contador de células (para glébulos rojos y blancos)

Contador de células (diferenciador celular de glébulos blancos)

Congeladoras (T°= -20°C)

3.2.3.2. MATERIALES DE PLASTICO Y/O VIDRIO

Microcapilares sin heparina (azul)
Portaobjetos

Mechero de alcohol

Manguerillas de goma

Tubos de ensayo

Pipeta Shali

Gradillas para tubos de ensayo

Pipetas de Thoma para glébulos rojos
Pipetas de Thoma para glébulos blancos
Céamaras de Neubauer

Cubreobjetos

Viales de plastico de 1.5 ml

Caja de almacenamiento para viales
Caja de almacenamiento de porta laminas

Pipetas de Pasteur de plastico

3.2.3.3. SOLUCIONES Y/O REACTIVOS

Cloruro de sodio al 0.85% (Dilutor de glébulos rojos)
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— Acido clorhidrico al 1% (Dilutor de glébulos blancos)
— Reactivo de Drabkin

— Agua destilada (Solucién buffer)

— Colorante Wright

— Aceite de inmersién

— Test SNAP® 4Dx® Plus

3.2.3.4. OTROS

—  Cronémetro

— Secadora de cabello

— Tabla de lectura para hematocrito (CRIPTOCAP)
— Contenedor de objetos punzocortantes

— Lapiz carboncillo

— Madera con canaletas para portabjeto

— Ficha de trabajo

3.3. METODOS

3.3.1. TOMA DE MUESTRAS

Se colect6 2 muestras de sangre periférica venosa por cada de perro empleando en todo
momento una adecuada sujecidon para reducir el factor de estrés ocasionado por el manejo y
practicando siempre las medidas de bioseguridad como el uso de guantes de latex. Se realiz6
una hemostasia proximal a la articulacién del codo para visualizar la dilataciéon de la vena
cefélica y tras ubicarla se limpi6 el drea con alcohol al 70%. Luego se procedi6 a colocar una
aguja hipodérmica estéril 21G x 1” y se obtuvo sangre usando el sistema de coleccion por goteo
en el tubo de EDTA (tapa morada) llendndola unos 3ml aproximadamente para ser
homogenizado con suaves movimientos circulares con el fin de evitar la formacién de coagulos
e inmediatamente se tomd otra muestra en un tubo sin EDTA (tapa amarilla) unos Sml
aproximadamente y se dejé en posicién vertical. Concluida la toma de muestra, se colocé
algoddn seco sobre la zona de puncién haciendo presion o cinta masking tape para evitar la

salida continua de sangre.
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Durante el transporte, las muestras fueron conservadas en el cooler que contenia geles

refrigerantes para luego ser procesadas en el laboratorio.

3.3.2. ANALISIS HEMATOLOGICO

Los procedimientos se realizaron dentro de las primeras 12 horas conservadas a 4°C para
evitar falsos valores y alteraciones de la morfologia celular producidos por el tiempo de
conservaciéon en EDTA. Se realizaron mediante protocolos establecidos por el Laboratorio de

Patologia Clinica Veterinaria de la FMV-UNMSM.

3.3.2.1. DETERMINACION DEL HEMATOCRITO (%)

Se empleé microcapilares sin heparina (franja azul). Se llené hasta las 34 partes del
microcapilar proveniente de la muestra de sangre con EDTA previamente homogenizada y se
retir6 con algoddn el excedente de sangre de la parte externa del microcapilar manteniendo
siempre la posicion horizontal del mismo para evitar el vaciamiento de la muestra. Se realizé el
sellado del microcapilar usando un mechero donde se quemo el extremo libre de sangre (donde
se encuentra la franja azul) manteniendo siempre una posicién horizontal y realizando giros
suaves sobre la yema de los dedos sin que el fuego haga contacto con la sangre. Posteriormente
una vez verificada el sellado se llevé el microcapilar a una centrifuga con el extremo del sello
hacia la periferia del equipo y se colocé a una velocidad de 25200 g por 5 minutos. Finalmente
se realiz6 la lectura del hematocrito de la muestra en base a una escala referencial para

microcapilares CRIPTOCAP el cual es expresado en porcentajes.

3.3.2.2. DETERMINACION DE LA HEMOGLOBINA (g/dL)

Se realiz6 en base al método de la Cianometahemoglobina cuyo fundamento parte de la
oxidacién de la hemoglobina a metahemoglobina la cual a su vez pasa a cianometahemoglobina
tras interactuar la sangre con el ferricianuro de potasio (Reactivo Drabkin). Este pigmento de
cianometahemoglobina es cuantificado por espectrofotometria. Para su determinacién se colocé
Sml de Reactivo de Drabkin en un tubo de 10 ml. Luego a partir de la muestra de sangre con
EDTA se retiré 20ul utilizando la pipeta de Sahli que se encuentra conectada en el extremo
posterior a una manguerilla de goma para una mejor manipulacion (se homogenizé
previamente). Posteriormente se depositd la sangre contenida en la pipeta de Sahli al tubo que
contiene el Reactivo de Drabkin y se homogenizé la mezcla soplando la misma pipeta. Tras 10

minutos de espera se procedid a determinar la densidad 6ptica de la solucidon mediante el uso de
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un espectrofotémetro. Este se calibré a una longitud de onda de 546 nm con un factor de 37 y
utilizando la opcién CF (con factor). El mismo se llevé a O con 1 ml del Reactivo de Drabkin y
posteriormente se realizé la lectura con 1 ml de la muestra problema, pulsando dos veces la

tecla de resultado para finalmente obtener el resultado expresado en g/dl.

3.3.2.3. RECUENTO DE ERITROCITOS, LEUCOCITOS Y PLAQUETAS

En caso del recuento de eritrocitos y leucocitos se usé la pipeta de Thoma con una medida
méxima de 101 y 11 pl, respectivamente. En ambas pipetas, para una mejor manipulacién, se
conectd a su extremo posterior una manguera de goma pequeiia y se aspird 0.5ul de la muestra
de sangre con EDTA. Se retir6 con algoddn el excedente de sangre de la parte externa de las
pipetas manteniendo siempre la posicién horizontal del mismo. Se complet6 la cantidad de cada
pipeta (hasta las medidas sefaladas) con sus respectivos dilutores. En caso de eritrocitos se
empled el ClNa al 0.85% y para los leucocitos se utiliz6 el HCI al 1% obteniendo diluciones
finales de 1:200 y 1:20, respectivamente. Se homogenizaron las pipetas con la ayuda de un
agitador mecédnico durante 30 a 40 segundos y se elimind 3 gotas de ambas pipetas sobre un
algoddn para luego colocar 1 gota en uno de los lados de la cdmara de Neubauer llendndolo por
capilaridad. Se esper6 1 a 2 minutos para que sedimenten y puedan observarse con claridad para
el conteo. El conteo de eritrocitos fue contabilizado, mediante un objetivo de 10X, los 4
cuadrantes de las esquinas y del centro, donde la suma se multiplicé por 10,000 expresandose
como ndmero de eritrocitos/ ul de sangre. En caso de los leucocitos se contabilizaron mediante
un objetivo de 40X los 4 cuadrantes correspondientes siendo la suma multiplicado por 50 cuyo

resultado es expresado en nimero de glébulos blancos/ul de sangre.

Para determinar el recuento diferencial de glébulos blancos previo a ello se realizé un frotis
sanguineo a partir del microcapilar que fue utilizado en la determinacion del hematocrito antes
de ser sellado. Para la realizacion del frotis se colocé una gota de sangre sobre una ldmina
portaobjetos nuevo y con ayuda de otra ldmina portaobjeto se utiliz6 uno de sus bordes
ubicindolo delante de la gota de sangre formando un dngulo aproximado de 30°- 45° con
respecto a la superficie de la primera lamina (se forma un 4ngulo menor si la consistencia es
mds acuosa y un angulo mayor si la sangre es espesa) se deslizd con un movimiento corto y
rapido hacia el otro extremo del primer portaobjetos con el fin de conseguir una pelicula fina de
sangre homogéneamente distribuida. Se seco el frotis con la ayuda de una secadora de cabello y
se rotuld con el codigo del paciente en uno de los bordes inferiores con un lapiz carboncillo para

su posterior tincion.
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Para la tincidn, se verti6 el colorante Wright con una pipeta Pasteur de pléstico sobre el frotis
cubriéndose completamente y se dejé en reposo por 3 a 4 minutos. Luego se agregd 10 a 12
gotas de buffer (agua destilada) homogenizando la mezcla tras soplar suavemente con ayuda de
una manguerilla de goma sobre la 14mina hasta observar una pelicula metélica sobre la mezcla y
se dejo en reposo por 6 minutos. Se lavé la ldmina con agua potable a chorro lento para eliminar
el excedente de mezcla. Se dejé secar la ldmina tefiida colocdndolo de manera vertical en una
superficie de madera con canaletas para posteriormente realizar la visualizacién microscépica
de las células en el frotis sanguineo. Sobre la ldmina coloreada se colocé una gota de aceite de
inmersion y se observé inicialmente con objetivos de 10X y 40X para determinar la distribucién
celular y poder escoger una zona adecuada de la monocapa para iniciar el recuento diferencial.
Se inici6 la diferenciacién celular con un objetivo de donde se contabiliz6 100 células
leucocitarias con el contador de diferenciador celular para asi obtener los valores relativos
(porcentuales) de cada linea celular y posteriormente calcular los valores absolutos de cada linea

leucocitaria en base al conteo general de leucocitos.

Para la determinacién del recuento de plaquetas se realizé a partir del andlisis microscépico
del frotis sanguineo obtenido con tincién Wright. Se procedié a contabilizar la cantidad de
plaquetas halladas en 10 campos bajo un objetivo de 100X y se dividi6 entre 10 (nimero de
plaquetas promedio por campo). Finalmente, ese valor fue multiplicado por un factor de

correccion de 15000 expresando el resultado final como nimero de plaquetas/ul.

3.3.3. VISUALIZACION DE CORPUSCULOS DE INCLUSION (CI) O
MORULAS

La visualizacién se realiz bajo un objetivo de 100X con tincién Wright. Para la
identificacién de CI o moérulas compatibles con Anaplasma spp. en el frotis sanguineo, se reviso
con énfasis la monocapa, bordes y cola del frotis buscando estructuras compatibles a nivel
intracelular en granulocitos (neutréfilos y eosinéfilos) y en plaquetas en caso de sospecha de
Anaplasma phagocytophilum y Anaplasma platys, respectivamente. Las laminas fueron

revisadas dos veces.

De acuerdo a los hallazgos hematoldgicos se consideré como perros positivos aquellos que
presentaron trombocitopenias con corpusculos de inclusién (CI) o morulas; sospechosos,
aquellos que presentaron solamente CI o mérulas sin trombocitopenia y negativos, aquellos que

no presentaron trombocitopenia ni CI o mérulas.
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3.3.4. ANALISIS SEROLOGICO

Se trabaj6é con 88 muestras de sangre contenidas en los tubos sin EDTA (tapa amarilla) que
posee un gel separador del suero frente al componente celular sanguineo. Una vez obtenido los
sueros, se conservaron en viales a -20°C para ser procesados con el Test SNAP® 4Dx® Plus en

Lima.

Para el uso del Test SNAP® 4Dx® Plus, las muestras se dejaron a temperatura ambiente entre
15°C-25°C, una vez que se llegd a esa temperatura se procedié a colocar en un tubo de muestra
desechable 3 gotas de muestra y 4 gotas del conjugado, luego se invirtié6 con cuidado 4 6 5
veces para mezclarlo. Posteriormente se invirtié todo el contenido del tubo de muestra en el
pocillo de muestra del dispositivo SNAP y se esper6é que el color apareciese en el circulo de
activaciéon para pulsar firmemente con ayuda de los dedos pulgares (activandolo) escuchdndose
un “click”. Luego se procedi6 a la lectura del resultado a los 8 minutos comparandolos con los

puntos controles positivos y negativos para la lectura (IDEXX Laboratories, 2018).

En la deteccion de anticuerpos contra Anaplasma spp. permitié identificar perros con
resultados seropositivos (presencia de anticuerpos) y seronegativos (ausencia de anticuerpos
detectables).

3.4. ANALISIS DE DATOS
Se empled cuadros de estadistica descriptiva utilizando frecuencias e intervalos de confianza

(IC) de los datos obtenidos de la hematologia y serologia para la deteccién de Anaplasmosis

canina con antecedentes de garrapatas del distrito de Chiclayo (Lambayeque — Peru).
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Iv. RESULTADOS

Del total de 88 perros con antecedentes de garrapatas, el 48.86% (43/88) presentaron
trombocitopenia <200 x10°/ pl. Del total de perros trombocitopénicos el 55.81% (24/43),
41.86% (18/43) y 2.33% (1/43) fueron clasificados, respectivamente, como una trombocitopenia
leve (150 - 199 x10°/ ul), moderada (50 - 149 x10°/ ul) y severa (<50 x10*/ ul). Se tomé como
referencia la clasificacion realizada por Eiras et al. (2013) y rangos del Laboratorio de Patologia

Clinica Veterinaria de la FMV-UNMSM.

El 4.55% (4/88) de perros con antecedentes de garrapatas evidenciaron CI o mdrulas
compatibles con Anaplasma spp. Estas se presentaron tinicamente al interior de plaquetas siendo
compatibles con A. platys (Figura la, 1b y 1c). No se hallaron CI o mérulas en granulocitos
(neutrofilos y eosindfilos) compatibles con A. phagocytophilum. Por otro lado, el 34.09%
(30/88) de perros evidenciaron CI o mérulas en linfocitos siendo compatibles con E. canis

(Figura 2) incluidas los cuatro perros que fueron compatibles con A. platys (Apéndice 2).

A partir de los resultados de perros que presentaron morulas en plaquetas compatibles con
Anaplasma platys mds trombocitopenia permitieron determinar Anaplasmosis canina en el
2.27% (2/88) de perros con antecedentes de garrapatas del distrito de Chiclayo (Lambayeque -
Pertd). Ademads, el 2.27% (2/88) resultaron ser sospechosos por presentar solamente moérulas sin

evidencia de trombocitopenia.

De los dos perros (C10 y C46) clasificados como positivos al hallazgo hematoldgico, se
analizaron la serie eritrocitica, trombocitica y leucocitica. No se evidencié anemia; sin embargo,
el C10 presentaba leucocitosis (20.05 x10%/ ul) con neutrofilia (14.24 x10%/ ul) y linfocitosis
(5.01 x10°%/ pl); mientras que el C46 manifestaba leucopenia (7.4 x10%/ ul) y neutropenia (5.18

x10%/ ul). En cuanto a la serie trombocitica ambos resultados (129 y 139.50 x10%/ pl,
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respetivamente) fueron clasificados como moderada trombocitopenia. Por otro lado, otros dos

perros (C44 y C70) resultaron ser sospechosos evidenciando una leve anemia (Apéndice 2).

En la deteccién de anticuerpos contra Anaplasma spp., en perros con antecedentes de
garrapatas, usando el Test SNAP® 4Dx® Plus se obtuvo como resultado una seropositividad del
22.73% (20/88) (Apéndice 3). Los dos perros positivos al hallazgo hematolégico (evidencia de

morulas compatibles con A. platys mas trombocitopenia) fueron a la vez seropositivos.

En la hematologia de los 20 perros seropositivos a Anaplasma spp., todos presentaron alguna
alteracién hematoldgica siendo de mayor a menor frecuencia una trombocitopenia 60% (12/20),
anemia 55% (11/20), leucocitosis 30% (6/20) y leucopenia 15% (3/20) (Cuadro 1). En cuanto a
la presentacion de las alteraciones hematolégicas, siendo Unicas o multiples, se determiné que
las presentaciones de mayor frecuencia fueron solo trombocitopenia 25% (5/20), solo anemia

20% (4/20) y anemia con leucocitosis 15% (3/20).

En la deteccién de anticuerpos contra diferentes agentes transmitidos por garrapatas como
Anaplasma spp., Ehrlichia spp y B. burgdorferi que ofrece el Test SNAP® 4Dx® Plus en los 88
perros con antecedentes de garrapatas (Cuadro 2), se obtuvo como resultado que solo el 48.86%
(43/88) mostraron seropositividad tnica contra Ehrlichia spp. y el 1.14% (1/88) tnica contra
Anaplasma spp.; mientras que la Unica seropositividad multiple fue Anaplasma spp. con
Ehrlichia spp. llegando al 21.59% (19/88) (Figura 3). No se logré evidenciar anticuerpos contra
B. burgdorferi.

Finalmente al evaluar los hallazgos hematolégicos y serolégicos en los 88 perros con
antecedentes de garrapatas del distrito de Chiclayo (Lambayeque - Pertd) se encontrd que el
2.27% (2/88) fueron positivos y seropositivos; el 1.14% (1/88) fue sospechoso y seropositivo; el
1.14% (1/88) fue sospechoso y seronegativo; el 19.32% (17/88) fueron negativos y

seropositivos; y por dltimo, el 76.14% (67/88) fueron negativos y seronegativos (Cuadro 3).
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Figura 1. Frotis sanguineos con moérulas al interior de plaquetas circulantes compatibles con A.
platys (1a, 1b y 1c). Tincién Wright (1000x)

Figura 2. Frotis sanguineo con dos moérulas al interior del linfocito compatibles con Ehrlichia
canis. Tincion Wright (1000x)
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Figura 3. Resultado seropositivo a Anaplasma spp. y Ehrlichia spp. usando el Test SNAP®
4Dx® Plus

Cuadro 1. Alteraciones hematoldgicas halladas en los 20 perros seropositivos con antecedentes
de garrapatas del distrito de Chiclayo (Lambayeque - Pert)

i SEROPOSITIVOS
ALTERACI HEMATOLOGICA
CIONES OLOGICAS N % IC 959"
Trombocitopenia 12 60 (0.39 -0.81)
Anemia 11 55 (0.33-0.77)
Leucocitosis 6 30 (0.10 - 0.50)
Leucopenia 3 15 (0-0.31)

"'Intervalo de confianza
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Cuadro 2. Frecuencia de seropositividad tnica y miltiple mediante el Test SNAP® 4Dx® Plus
de 88 perros con antecedentes de garrapatas del distrito de Chiclayo (Lambayeque -

Pert)
AGENTE n % IC 95%'
Anaplasma spp. 1 1.14 (0-0.03)
Ehrlichia spp. 43 48.86 (0.38 - 0.59)
Anaplasma spp. y Ehrlichia spp. 19 21.59 (0.13 - 0.30)
N.A? 25 28.41 0

! Intervalo de confianza
*N.A= Ningtin agente

Cuadro 3. Resumen general de los hallazgos hematolégicos y serolégicos de 88 perros con
antecedentes de garrapatas del distrito de Chiclayo (Lambayeque - Pert)

HALLAZGO SEROLOGIA TOTAL
HEMATOLOGICO Seropositivo Seronegativo
Positivo 2 (2.27%) 0 (0%) 2 (2.27%)
Sospechoso 1 (1.14%) 1 (1.14%) 2 (2.27%)
Negativo 17 (19.32%) 67 (76.14%) 84 (95.45%)
TOTAL 20 (22.73%) 68 (77.27%) 88 (100)
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V. DISCUSION

La Anaplasmosis canina es una enfermedad emergente con distribucién mundial causada por
A. phagocytophilum y A. platys que son trasmitidas por la mordedura de garrapatas (Dumler et
al., 2001). La distribucién y prevalencia de cada agente varia de acuerdo al género del vector

que habita en un determinado territorio (Dumler et al., 2001; Sainz et al., 2015).

En Lambayeque, ciudad de Chiclayo, la garrapata mds frecuente en perros identificada
morfolégica y molecularmente es el R. sanguineus (Oliva, 2015; Cervantes, 2018); asimismo,
en Cusco, Lima, Tumbes y Trujillo (Escalante, 1981; Nunton et al., 2013; Cérdova, 2016;
Huamaén y Jara, 2017). Por el contrario, en Piura y Amazonas ha sido reportado las del género
Ixodes spp. (Glenny et al., 2004). Las garrapatas son vectores que transmiten muchas
enfermedades incluyendo infecciones bacterianas y virales y muchas de éstas con potencial
zoondtico. Las coinfeciones pueden agravar la enfermedad clinica y hallazgos de laboratorio

(Sainz et al., 2015).

Actualmente, el diagnéstico de esta enfermedad resulta ser desafiante porque la presentacion
mads frecuente es de tipo subclinica presentando alteraciones hematoldgicas ademas del hallazgo
accidental de CI o modrulas en granulocitos y plaquetas compatibles con Anaplasma spp.

(Dahmani et al., 2015).

El hemograma mas la citologia de frotis sanguineo, es el primer examen basico y de rutina
que aporta mucha informacién del estado del paciente; mas adn, en casos subclinicos de la
enfermedad (animales aparentemente sanos) donde exista exposicién a garrapatas pudiéndose
encontrar alteraciones hematoldgicas siendo la mas reportada la trombocitopenia y en segundo
lugar la anemia (Brown et al., 2006; Bouzouraa et al., 2016; Day, 2016; Chirek et al., 2018).
Muchas clinicas ahora cuentan con equipos automatizados para realizar la hematologia dejando

a un lado la realizacién y evaluacién del frotis sanguineo subdiagnosticando la enfermedad.
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El 48.86% (43/88) de perros fueron trombocitopénicos de las cuales solo en dos individuos
se hallaron mérulas en plaquetas compatibles con A. platys. Estudios realizados por Santos et al.
(2009) mediante pruebas moleculares hallaron que el 94.4% (17/18) de perros positivos a
Babesia spp., el 81.8% (27/33) de perros positivos a A. platys y 66.3% (57/86) de perros
positivos a E. canis fueron trombocitopénicos. Esto demuestra que la trombocitopenia es una
alteracién hematoldgica compartida por otras enfermedades transmitidas por vectores como la
Erliquiosis y Babesiosis canina que son muy frecuentes en nuestro medio; por lo tanto, por si
solo no aporta un diagndstico certero, sino que requiere de otras pruebas que sustenten al

diagnéstico.

La baja frecuencia de 4.55% (4/88) de perros aparentemente sanos que presentaron CI o
morulas compatibles con A. platys puede relacionarse con la sensibilidad de la técnica.
Dependiendo de la etapa de la enfermedad en la que se encuentre, existe mayor sensibilidad al
inicio o durante la manifestacion de los signos clinicos (Greene, 2012; Eiras et al., 2013; Day,
2016). En casos crénicos la sensibilidad disminuye drasticamente por la baja bacteriemia; sin
embargo, se ha reportado inclusiones ocasionales compatibles con A. platys hasta 21 meses post

inoculacién en infecciones experimentales (Kontos et al., 1991).

En el presente trabajo, la ausencia de CI o mérulas compatibles con A. phagocytophilum en
granulocitos (neutréfilos y eosindfilos) no descarta la infeccidon. En un estudio experimental en
perros infectados por A. phagocytophilum las moérulas han sido detectadas al interior de
neutréfilos a los 4 a 14 dias potinfeccion (Lilliehook et al., 1998). Es decir, que en infecciones
recientes tienen una ventana de hasta 14 dias en las cuales no se evidenciarfan las morulas.
Ademds; estudios realizados por Tateishi ef al. (2015), en Lima, encontraron que el 1.39%
(2/144) de perros con signos clinicos a la enfermedad presentaron morulas en neutrdfilos
compatibles con A. phagocytophilum; incluso, en unos de esos casos mostrd seropositividad
contra Anaplasma spp. mediante el Test SNAP® 4Dx®;sin embargo, no se realizé la
confirmacién mediante pruebas moleculares. Este caso probablemente evidencia una infeccién
compatible con A. phagocytophilum en la etapa aguda de la enfermedad. Por otro lado, en la
provincia de Chiclayo (Lambayeque - Pert), se hallé6 CI o mérulas en neutréfilos compatibles
con A. phagocytophilum en 9% (9/100) de caballos aparentemente sanos (Masgo, 2018)
demostrando que es posible observarlas a la evaluacion del frotis sanguineo en animales
asintomaticos; sin embargo, en el presente estudio realizado en perros aparentemente sanos con

antecedentes de garrapatas no se evidencio.
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Segtin Dumler et al. (2005), A. phagocytophilum tiene mayor afinidad por los neutréfilos de
humanos, caballos y perros; siendo esto alarmante en la Provincia de Chiclayo, ya que se ha
observado que muchas haras de caballos tienen perros guardianes pudiendo, en algiin momento,
ser mordidos por el mismo vector infectindose con el agente, incluso transmitirse a los seres
humanos que estdn al cuidado de estos animales. Existen muchos reportes de deteccion de
anticuerpos contra Anaplasma spp. en personas que han estado en contacto con perros
infectados (Abarca et al., 2008; Arraga-Alvarado et al., 2014; Khatat et al., 2017; Weinborn et
al., 2018). Cabe mencionar que las moérulas en neutréfilos son indistinguibles de E. ewingii
(Greib y Armstrong, 2006) y la presencia de esta bacteria, en nuestro pais, resulta ser probable
por las garrapatas del género Amblyomma spp. y R. sanguineus que ya han sido reportados en

perros, animales domésticos y salvajes (Dale, 1977; Oliva, 2015; Cervantes, 2018).

Los CI o moérulas compatibles con Anaplasma spp. por si solas no proporcionan un
diagndstico definitivo, es por ello, que se debe de complementar con un hemograma para
encontrar alteraciones hematoldgicas sugerentes de Anaplasmosis. El presente estudio considerd
como positivos a perros trombocitopénicos con visualizaciéon de CI o mérulas compatibles con
Anaplasma spp.; sospechosos, no trombocitopénicos con CI o moérulas; y negativos, no
trombocitopénicos ni CI o moérulas teniendo como resultado que el 2.27% (2/88) de perros
fueron clasificados como positivos, el 2.27% (2/88) sospechosos y 95.46% (84/88) negativos;
ademads, esta Anaplasmosis canina es sugerente a infecciones por A. platys por la visualizacién
de moérulas al interior de plaquetas. Este resultado evidencia por primera vez, la
Trombocitopenia Ciclica infecciosa canina (TCIC) mediante el hallazgo hematolégico en perros
aparentemente sanos con antecedentes de garrapatas del distrito de Chiclayo (Lambayeque -

Peru).

En Japodn, el 16.7% de perros vagabundos confirmados por PCR para A. platys presentaron
moérulas al interior de plaquetas (Inokuma et al., 2002); mientras, que en Australia, el 9.43%
(5/53) de caninos aparentemente sanos presentaron inclusiones basdfilas en plaquetas
compatibles con A. platys, siendo los 53 perros positivos a PCR (Brown et al., 2006). Esto
muestra que es posible evidenciar CI o mdrulas compatibles con el agente en perros

asintomaticos.

Los CI o moérulas formadas por esta bacteria al interior de plaquetas, en sangre periférica
suelen ser bajas como intermitente debido a los episodios ciclicos que caracteriza la
enfermedad. Generalmente se hallan en la primera trombocitopenia y suele ser dificultoso en

etapas cronicas (Harvey et al., 1978; French y Harvey, 1983) aunque en infecciones
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experimentales se ha reportado su visualizacién hasta los 21 meses postinoculacién (Kontos et
al., 1991) es por ello que la ausencia de las moérulas o corptisculos de inclusién no descarta la

infeccidén, mds atn si se evidencia alteraciones compatibles por A. platys.

En infecciones por A. Platys donde se evidencian CI o mérulas, generalmente involucran al
1% de plaquetas (Day, 2016). En casos agudos, Kontos et al. (1991) reportaron en perros
diagnosticados serolégicamente (IFA) hasta un 72% mientras que, en otro estudio, de tipo
experimental, realizado por Arraga-Alvarado et al. (1997) llegaron hasta un 97% de plaquetas
infectadas; mds adelante Inokuma et al. (2002) hallaron hasta un 5% en perros vagabundos.
Ademads, existe evidencia que A. Platys infecta a las células precursoras de plaquetas (De

Tommasi et al., 2014).

El hallazgo de CI o moérulas al interior de plaquetas no son suficientes porque suelen
confundirse con estructuras granulares, remanentes nucleares en plaquetas o precipitados de la
tincién pudiendo dar un falso diagnéstico. Esto depende de la habilidad y experiencia del
operario (Dyachenko et al., 2012; Greene, 2012). Otros estudios sustentan que podrian ser del
resultado de un cuadro inflamatorio que desencadena en una activacién plaquetaria por la
liberaciéon de mediadores solubles originando la formacién de granulos localizados en la zona
central de la plaqueta siendo comprimidos por una red circundante de microtibulos y
microfilamentos a manera de falso niicleo semejante a los CI o mérula (Ferreira et al., 2007,

Ramos et al., 2009; Greene, 2012).

El 2.27% (2/88) de perros resultaron ser sospechosos a infecciones por A. platys donde
presentaron los CI o mérulas al interior de plaquetas, pero no presentaron trombocitopenia. Esto
podria explicarse por la trombocitopenia de tipo ciclica que caracteriza a la enfermedad donde
persiste durante 7 a 14 dias, seguida de un corto periodo de recuperacién, durante el cual el

recuento plaquetario vuelve a la normalidad (Harvey et al., 1978; Gaunt et al., 2010).

En un estudio realizado en 114 perros, el 15.79% (18/114) resultaron ser positivas por PCR
para A. platys y con la finalidad de relacionar la evidencia de CI o mérulas compatibles con la
alteracion hematolégica mas frecuente, fueron clasificados en 5 grupos: G1) evidencia en frotis
sin trombocitopenia, G2) evidencia en frotis con trombocitopenia grave, G3) sin evidencia en
frotis con severa trombocitopenia, G4) sin evidencia en frotis con moderada trombocitopenia y
G5) sin evidencia en frotis ni trombocitopenia concluyendo que de esos 18 positivos, el 44.44%
(8/18), 27.78% (5/18), 16% (3/18), 11.1% (2/18) y 0% (0/18) de los positivos pertenecieron al
grupo G3, G2, G1, G4, y G5, respectivamente (Eiras et al., 2013). Esto muestra que perros
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Unicamente con severa trombocitopenia también deberian considerarse sospechosos de la
enfermedad; sin embargo, la trombocitopenia por si solo puede implicar muchas otras causas

ajenas a la infeccién por Anaplasma spp.

De los dos tnicos perros que fueron positivos al hallazgo hematolégico (C10 y C46)
(trombocitopénicos mds evidencia de CI o moérulas) ambos tenfan una moderada
trombocitopenia, mds no anemia. En cuanto a la serie leucocitica, el C10 present6 leucocitosis
(20.05 x10%/ ul), neutrofilia (14.24 x10% ul) y linfocitosis (5.01 x10°/ ul); mientras que el C46
manifestaba leucopenia (7.4 x10°/ upl) y neutropenia (5.18 x10°/ ul) (Apéndice 2). Estos
resultados coinciden con los reportados en infecciones causadas por A. platys (Woody y
Hoskins, 1991; Bouzouraa et al., 2016). Por otro lado, los otros 2 perros que resultaron ser
sospechosos (C44 y C70) (evidencia unicamente de CI o mdrulas) solo presentaron una leve
anemia, cabe mencionar que la anemia es la segunda alteracién mads reportada en casos de

Anaplasmosis (Bouzouraa ef al., 2016; Yancey et al., 2017; Chirek et al., 2018).

En infecciones por A. platys, la presencia de trombocitopenia se debe a diversas causas tales
como fagocitosis plaquetaria, disminucién en la produccién de plaquetas al verse alterados los
megacariocitos; y destrucciéon inmunomediada (Harvey et al., 1978; Gaunt et al., 2010; De

Tommasi et al., 2014).

En infecciones por A. platys las hemorragias son poco frecuente debido a la corta duracién
de la trombocitopenia donde normalmente oscila en 2 a 3 dias (Harvey et al., 1978) e incluso en
infecciones experimentales (Brown et al., 2001; Gaunt ef al., 2010) ademas no llega a generar
una vasculitis significativa como se ha reportado en casos de E. canis siendo mas severa la
hemorragia (Baker et al., 1987). Se ha reportado caninos muy trombocitopénicos (<20 x10*/uL)

que se encuentran aparentemente sanos sin evidencia de hemorragias (Ulutas et al., 2007).

La trombocitopenia por si sola no es patognomodnico de la enfermedad ya que hay otras
causas que pueden dar esta alteracion, por ejemplo, el uso del anticoagulante acido etilen-
diamino-tetra-acético (EDTA) puede provocar aglutinacion de plaquetas y satelismo plaquetario
alrededor de polimorfonucleares causando una pseudotrombocitopenia; una trombocitopenia
inducida por firmacos (cefalosporina, cloranfenicol, penicilinas, trimetropim-sulfametoxazol,
fenobarbital, etc); alteraciones a nivel de la médula 6sea; infecciones viricas como parvovirosis
canina; enfermedades hereditarias; vasculitis; entre otros (Nelson y Couto, 2014); por ello, se
debe realizar una correcta anamnesis para realizar un diagnéstico diferencial y complementarlo

con otros examenes laboratoriales.
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Del presente estudio, el 22.73% de perros aparentemente sanos con antecedentes de
garrapatas resultaron ser seropositivos en el distrito de Chiclayo siendo menor en comparacién a
lo reportado por Delgado y Montoya (2018) quienes hallaron una seropositividad del 34.62%, a
través del kit Vet Scan Anaplasma Rapid Test, en perros con signos clinicos compatibles con la
enfermedad del mismo lugar de estudio. Ademds, éste ultimo estudio muestra que en los
distritos aledafios como José Leonardo Ortiz y La Victoria presentaron una seropositividad del
57.7% vy 73.08%, respectivamente. Esto es alarmante porque evidencia que hay mayor
exposicion de Anaplasma spp. en los perros de Chiclayo (Perd) con respecto a otros estudios
realizados en Piura en perros con signos clinicos e historial de garrapatas con un 4.2% (3/71)
(Naranjo, 2018). En el estudio realizado en Piura, se esperaria encontrar mas casos de perros
seropositivos en animales con signos clinicos compatibles con la enfermedad, mds atn si se ha
reportado en perros garrapatas del género Ixodes spp. y R. sanguineus (Glenny et al., 2004),
habiendo mayor exposicidn frente Anaplasma spp. Una hipétesis es que en el trabajo presentado
por Naranjo (2018), esos perros se encontraban al inicio de la fase aguda de la enfermedad
donde adn no habia anticuerpos detectables o que en esa zona la distribucién de Anaplasma spp.
es baja. La visualizacion de CI o mérulas compatibles con Anaplasma spp. habrian confirmado

esta hipétesis.

Un resultado seropositivo puede significar que han sido expuestos anteriormente a la
infeccién y superaron la enfermedad manteniendo los anticuerpos en sangre o quizas represente
una infeccién activa. Cabe mencionar que 2 perros seropositivos (2/20) fueron positivos al
hallazgo hematolégico presentando moérulas compatibles con A. platys como trombocitopenia
(Cuadro 3). Por otro lado, un resultado seronegativo puede indicar que no presentan anticuerpos
contra Anaplasma spp. porque nunca estuvieron expuestos al agente, o ain los anticuerpos no
son detectables por la prueba ya que se encuentran en el periodo de incubacién o en la primera
etapa de la enfermedad aguda cuando las cargas bacterianas son bajas (en caso de una infeccién

presente) (Sainz et al., 2015).

Diversos estudios realizados en paises vecinos en cuanto a la deteccion de anticuerpos contra
Anaplasma spp. en perros mediante el test SNAP® 4Dx®, hallaron una seroprevalencia del
43.7% (35/80) en perros de dos comunas en Chile (Alvarez et al., 2015); 33% (161/498) en
perros sanos y enfermos en Colombia (McCow et al., 2015); y 53.8% (38/80) en perros de
barrios rurales en Ecuador (Pefialoza, 2015) siendo mayores a los hallados en el presente
estudio. Un resultado seroldgico para Anaplasma spp., depende de muchos factores intrinsecos

y extrinsecos como en la etapa de la enfermedad que se encuentra, el sistema inmunélogico del
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perro, la distribucién de Anaplasma spp. en cada territorio, la exposicién a garrapatas R.

sanguineus e Ixodes spp., entre otros.

En infecciones experimentales en perros con A. phagocytophilum se ha detectado anticuerpos
(IgG) 8 dias después de la exposicion inicial y de 2 a 5 dias después de la visualizacién de
morulas en neutréfilos (Egenvall et al., 2000) y mediante IFA en el dia 14 (Moroff et al., 2014);
a diferencia de infecciones naturales con A. phagocytophilum donde fueron detectados
tardiamente al dia 30 mediante el test SNAP® 4Dx® (Yancey et al., 2017). Por otro lado, en
infecciones con A. platys, se detectaron anticuerpos mediante el test SNAP® 4Dx® al dia 16
postinfeccion (Gaunt et al., 2010). Cabe mencionar que existe reaccion cruzada entre A.

phagocytophilum y A. platys (Sainz et al., 2015).

En cuanto a la duracién de anticuerpos detectables en el perro post infeccién es variable
pudiendo durar de meses a afios. En estudios experimentales con A. platys detectaron titulos de
anticuerpos, mediante IFA, hasta el dia 171 postinoculacién (Kontos et al., 1991) y mediante el
test SNAP® 4Dx® usando la densitometria hasta el dfa 410 (Gaunt ez al., 2010) que duraron
tales investigaciones. En infecciones naturales con A. phagocytophilum se detectaron

anticuerpos hasta los 36 meses mediante el test SNAP® 4Dx® (Eberts et al., 2011).

En la evaluacién de la serie eritrocitica, trombocitica y leucocitica en los 20 perros
seropositivos contra Anaplasma spp. se encontré que todos presentaron alguna alteracién
hematoldgica siendo las mds frecuentes la trombocitopenia 60% (12/20), anemia 55% (11/20),
leucocitosis 30% (6/20) y leucopenia 15% (3/20) (Cuadro 1); similares a los reportados por
Naranjo (2018) en caninos seropositivos con signos compatibles a la enfermedad con
antecedentes de garrapatas. Ademds, se determiné las alteraciones hematoldgicas unicas y
multiples, cuyos resultados fueron tinicamente trombocitopenia 25% (5/20), inicamente anemia
20% (4/20) y anemia con leucocitosis 15% (3/20). Estas alteraciones hematolégicas en perros
con antecedentes de garrapatas son compatibles con infecciones de Anaplasma spp. y otras
enfermedades como Erliquiosis, Babesiosis (Bouzouraa et al., 2016; Chirek et al., 2018) y su
diagnéstico diferencial es importante para iniciar el tratamiento correcto, mds adn si son
animales clinicamente sanos porque seguirian siendo portadores del agente o podrian terminar

en cuadros crénicos empeorando el prondstico de la enfermedad.

El 21.59% (19/88) de perros mostraron seropositividad multiple entre Anaplasma spp. con
Ehrlichia spp. Esto se debe a que la Ehrlichia canis y el R. sanguieneus tienen mayor

prevalencia que afecta a perros en la ciudad de Chiclayo (Oliva, 2015; Cervantes, 2018). En el
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presente estudio se detectd anticuerpos contra Ehrlichia spp. en el 70.45% (62/88) confirmando

los estudios anteriores mencionados.

Muchos casos de seropositividad miltiple entre A. platys con E. canis han sido descritos. El
21.59% (19/88) de caninos que presentaron anticuerpos contra Anaplasma spp. y Ehrlichia spp.
fue menor frente al 30.1% (150/498) hallados en Colombia (Mc Cown et al., 2015). Al contrario
de Chile con 3.75% (Alvarez et al.,2015) y en Perd, Piura con 4.2% (3/71) Naranjo (2018).

Al relacionar los hallazgos hematoldgicos (positivos, sospechosos y negativos) y seroldgicos
para Anaplasma spp. en los 88 perros aparentemente sanos con antecedentes de garrapatas del
distrito de Chiclayo (Lambayeque — Pert). Se encontraron cinco casos: 1) perros positivos y
seropositivos, 2) perro sospechoso y seropositivo, 3) perro sospechoso y seronegativo, 4) perros
negativos y seropositivos y 5) perros negativos y seronegativos (Cuadro 3). La forma de
interpretar los exdmenes hematoldgicos y seroldgicos determinard el paso a seguir en cuanto al
tratamiento y seguimiento en un animal aparentemente sano. Por ejemplo, en el presente trabajo
los perros positivos al hallazgo hematoldgico fueron también seropositivos indicando
Anaplasmosis de tipo subclinica; por lo tanto, se deberia iniciar prontamente el tratamiento
porque ademads se observaron alteraciones hematoldgicas, visualizaciéon de moérulas en linfocitos
compatibles con Ehrlichia canis y anticuerpos frente a FEhrlichia spp. mostrando una
coinfeccion (Apéndice 2 y 3). En este caso, un tratamiento con doxiciclina a 10mg/kg durante
28 dias seria necesario. En los casos de perros sospechosos (sin trombocitopenia con CI o
morulas) el tratamiento deberia de instaurarse seguidos de hemograma mdés evaluacién de los
frotis sanguineos durante cada semana para determinar la duracidn del tratamiento; sin embargo,

eso depende del criterio Médico veterinario tratante.
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VL CONCLUSIONES

El 2.27% de perros con antecedentes de garrapatas presenciaron mérulas compatibles

con A. platys acompaiado de trombocitopenia.

El 22.73% de perros con antecedentes de garrapatas fueron seropositivos a Anaplasma

SpPp-

Las alteraciones hematoldgicas mds frecuentes en perros seropositivos fueron

trombocitopenia, anemia y leucocitosis.

El 21.59% de perros con antecedentes de garrapatas presentd una seropositividad

multiple contra Anaplasma spp. y Ehrlichia spp.
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VII. RECOMENDACIONES

En la clinica diaria de Medicina Veterinarinaria, en una consulta de un nuevo paciente
que haya tenido antecedentes de garrapatas a pesar de que clinicamente esté sano, se
debe realizar un hemograma que incluya el examen de frotis sanguineo y si se observa
algin hallazgo hematoldgico (trombocitopenia, anemia, leucocitosis y CI o mérulas) se
debe de complementar con pruebas serolégicas confirmando ain mads el diagndstico
dandonos sustento para iniciar el tratamiento. En caso de no evidenciarse nada, repetir

el hemograma y serologia a los 15 dias.
Es fundamental el seguimiento y los controles periddicos en perros con antecedentes de

garrapatas como la concientizacidn e importancia del control de ectoparasitos desde la

consulta ya que repercute en la Salud Publica y Animal.
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Apéndice 1. Consentimiento informado

HOJA DE INFORMA CION

“Hallazgos hematologicos y deteccion de anticuerpos contra Anaplasma spp. en perros con

antecedentes de garrapatas del distrito de Chiclayo (Lambayeque - Pera)”

Este documento tiene como objeto solicitar la autorizacidn escrita para la donacién de una

muestra de sangre de perro, con el fin de utilizarla en una investigacién relacionada con la

Anaplasmosis canina. Es importante que lea detenidamente esta hoja de consentimiento

informado, que entienda su contenido y el objeto de la misma y que, en su caso, haga todas las

preguntas que crea precisa acerca de la misma

La toma de Muestra:

Se colectaran muestras de sangre periférica de los perros en tubos con EDTA y tubos
con gel separador. Para ello, se utilizard la vena cefdlica como vaso de acceso.
Los volimenes a obtener serdn de 3ml para el hallazgo hematolégico y Sml para la

deteccion de anticuerpos contra Anaplasma spp.

El procesamiento de Muestra:

Procesamiento del hallazgo hematolégico:
Se preparard frotis de sangre periférica para evaluar la presencia de corpuisculos de
inclusiéon (CI) y/o moérulas compatibles con Anaplasma spp. y alteraciones

hematoldgicas compatibles con Anaplasmosis canina.

Procesamiento seroldgico:
Deteccién de anticuerpos contra Anaplasma spp. utilizando el Kit comercial Test

SNAP® 4Dx® Plus.

Beneficios:

Al propietario de la mascota se le brindara los resultados, via correo electrénico o via

telefonica (de manera confidencial), sin algtin costo adicional.
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e Los resultados de la presente investigacion ayudardn a mejorar la terapéutica de la
Anaplasmosis canina, la frecuencia y distribucidn, asi como disefiar mejores estrategias

de prevencion y control de la enfermedad.

CONSENTIMIENTO INFORMADO

Le agradecemos su desinteresada colaboracién con el avance de la ciencia y Medicina
veterinaria, en referencia a la investigaciéon sobre “Hallazgos hematolégicos y deteccién de
anticuerpos contra Anaplasma spp. en perros con antecedentes de garrapatas del distrito de

Chiclayo (Lambayeque - Perd)”

DATOS DEL PROPIETARIO DE LA MASCOTA

APELLIDOS

NOMBRES

DNI

Consiento voluntariamente participar en este estudio

Autoriza la comunicacion de la informacion relevante derivada de la investigacion

FIRMA FECHA

de del 2019

Manifiesto que he recibido y entendido la informacion que
me ha sido proporcionada sobre el procedimiento
anteriormente indicado y he podido formular las preguntas

que he considerado oportunas.
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Apéndice 2. Hemograma completo y hallazgo de CI o mérulas en los 88 perros con antecedentes de garrapatas del distrito de Chiclayo (Lambayeque -

Peru)
SE’ ST’ SL* D’
c! VALOR RELATIVO VALOR ABSOLUTO
GR |HTO HB ) P B I STAME[MI[L [MO|E[B| s A |ME |[MI| LF | MO | E B |P|L
1 | 4°880,000 | 32 |10.8| 247,500 | 8,800 |[63|0| 0 | 0 |29| 3 |5 |0| 5544 0 0 | 0| 2552 | 264 | 440 | 0 +
2 | 4°190,000 | 28 | 9.2 | 30,000 | 8,200 |54|6| 1 | 0 31| 2 | 6|0| 4428 | 492 | 82 | 0 | 2,542 | 164 | 492 | 0 +
3 |3°250,000 | 22 | 7.2 | 123,000 25,200 (55| 1| 0 | 0 [30| 5 |9 |0| 13,860 | 252 | O | 0 | 7,560 |1,260|2,268| O +
4 | 5°140,000 | 34 |11.3|145,500 16,250 (82|0| 0 | 0 [ 8| 4 |6 |0] 13,325 | 0O 0 | 0| 1,300 | 650 | 975 | ©
5 | 4°900,000 | 32 |10.8 | 105,000 | 17,250 (67 |4 | 1 | O (21| 5 |2 |0|11,557.5| 690 |172.5| 0 | 3622.5 | 862.5| 345 | 0 +
6 | 4°950,000 | 33 [10.9| 147,000 | 21,150 |82|1| O | O |14| 2 |1 |0| 17,343 |211.5] O | O | 2,961 | 423 |211.5| 0
7 | 62980,000 | 46 |15.4|202,500 | 15,800 (451 | 0 | O [41| 4 |9 |0| 7,110 | 158 | O | 0 | 6478 | 632 |1,422| 0
8 | 67860,000 | 45 |15.1| 180,000 10,150 (52| 1| 1 | 0 (36| 1 |9 |0| 5278 |101.5]101.5| 0 | 3,654 |101.5|913.5| 0 +
9 | 4°430,000 | 29 | 9.8 | 217,500 | 9,150 [60|0| 0 | 0 [35| 1 |4 |0]| 5490 0 0 | 0 [32025]915]| 366 | 0 +
10 | 7°140,000 | 47 |15.8129,000| 20,050 |71[0| 1 | O 25| 2 |0 |[1[142355| O [200.5| 0 |5012.5| 401 | O |200.5 |+|+
11| 6°590,000 | 44 |14.5| 180,000 | 11,300 |56 (3| 2 | 0 |30| 2 |5 |2| 6,328 | 339 | 226 | 0 | 3,390 | 226 | 565 | 226 +
12 | 4470,000 | 30 | 9.9 | 165,000 | 8,000 |53|1| 1 | 0 |41| 0 |4 |0| 4240 | 80 | 80 | 0 | 3280 | 0 | 320 | 0 +
13| 6°320,000 | 42 | 14 {192,000 | 9,300 |75(0| O | O |17 3 |5|0| 6975 0 0 | 0| 1,581 | 279 | 465 | 0 +
14 | 57900,000 | 39 | 13 | 165,000 9,650 |84|5| 0 | 0 | 5| 2 | 4|0 8106 |4825| 0 | 0 | 4825 | 193 | 386 | 0
15| 6°190,000 | 41 |13.7]262,500 | 8,550 |54 (1| 0 | 0 |31| 7 | 7|0| 4617 | 8.5 | 0 | 0 |2650.5|598.5|5985| 0 +
16 | 4°700,000 | 31 |10.4| 225,000 13,700 |69 (0| 0 | 0 |24| 0 |6 |1| 9453 0 0 | 0| 328 | 0 | 82 | 137
17 | 9°270,000 | 61 |20.5| 210,000 | 12,000 |60(0| 0 | 0 31| 3 |6 |0| 7,200 0 0 | 0 3720| 360 | 720 | 0
18 | 87650,000 | 57 | 19.1|225,000| 14,100 |67 (1| 1 | 0 |21| 2 |8 |0| 9447 | 141 | 141 | 0 | 2,961 | 282 |1,128| 0
19 | 9°030,000 | 60 | 19.9| 145,000 | 10,000 |59 (2| 0 | 0 |31| 2 |6 |0| 5900 | 200 | O | O | 3,100 | 200 | 600 | O
20 | 7°740,000 | 51 | 17.1| 170,000 | 8,200 (57| 1| 0 | 0 [30] 6 |6 |0| 4,674 | 82 0 | 0| 2460 | 492 | 492 | 0
21 | 5°910,000 | 39 |13.0| 105,000 | 13,300 [32|0| 0 | O |62 O |6 |0| 4,256 0 0 | 0| 8246 | 0 | 798 | 0 +
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22 | 7°450,000 | 49 |16.4| 187,000 9,650 [65/0| O | O |28 1 |6 |0]| 6,2725 0 0 0 | 2,702 | 96.5 | 579 0 +
23 | 5°760,000 | 38 |12.7|202,500 10,550 |61 |1| 2 | O |31| 1 |4 |0]| 64355 |1055| 211 | O |3,270.5|105.5| 422 0 +
24 | 6°000,000 | 40 |13.2|275,000| 11,800 [55|3 | 1 0 (36| 1 |4]0]| 6,490 354 | 118 | O | 4,248 | 118 | 472 0
25| 5°680,000 | 38 |12.5|355,000| 4,500 {853 O | O |9 1 |2|0| 3,825 135 0 0 405 45 90 0
26 | 6°230,000 | 41 |13.8|290,000| 5,600 {58 3| O | O |21 4 |14|0| 3,248 168 0 0| 1,176 | 224 | 784 0
27 | 8°140,000 | 54 18 | 120,000 | 8,350 |72 0| 1 0 (24 1 |2]0]| 6,012 0 83.5 | 0 | 2,004 | 83.5 | 167 0
28 | 7°430,000 | 49 |16.4 260,000 | 5,150 |58 1| O | O |27| 6 |8 |0| 2987 | 515 0 0 | 1,390.5| 309 | 412 0
29 | 6°200,000 | 41 |13.7| 180,000 | 10,000 |75|2| O | O |16f 5 |2 |0| 7,500 200 0 0 | 1,600 | 500 | 200 0 +
30 | 7°390,000 | 49 |16.3| 205,500 8,150 {49|0| O | O |38 3 |10|0| 3,993.5 0 0 0 | 3,097 |244.5| 815 0
31| 6°160,000 | 41 |13.6|370,000| 9,600 |76 |1 O | O |18 4 | 1|0| 7,296 96 0 0 | 1,728 | 384 96 0 +
32| 6°240,000 | 41 |13.8| 195,000 1,300 {600 O | O |27 2 | 8|3 780 0 0 0 351 26 104 39
33 | 4’°830,000 | 32 |10.7 | 165,000 | 5,400 |84 |3 | 1 0O (10| 1 |0 |0| 4,536 162 54 0 540 54 0 0
34 | 4680,000 | 31 |10.3| 150,000 7,000 {490 O | O |50 1 |0 |0O| 3,430 0 0 0 | 3,500 70 0 0
351 4°700,000 | 31 |10.4|205,000(12,900(32|3| 0 | O |{64] O |1 |0O| 4,128 387 0 0 | 8,256 0 129 0 +
36 | 5°420,000 | 36 12 | 75,000 | 15900 (75(1| O | O (18| 5 |1 |O| 11,925 | 159 0 0| 2,862 | 795 | 159 0
37 | 5°960,000 | 39 |13.2| 240,000 9,650 |{51|{0| O | O |34] 5 |10|0| 49215 0 0 0 | 3,281 |482.5| 965 0 +
38 | 7°630,000 | 51 |16.8| 75,000 | 19,400 |56|1| O | O |31 3 |9 |0| 10,864 | 194 0 0| 6,014 | 582 |1,746| O +
39 | 4°000,000 | 26 | 8.8 | 75,000 | 1,750 {46|2| O | O |52 O | O |O 805 35 0 0 910 0 0 0
40 | 6°010,000 | 40 |13.3|225,000| 9,900 {79{3| 0 | O |10 1 |7 |0O| 7,821 297 0 0 990 99 693 0
41 | 6°360,000 | 42 14 | 315,000 | 9,900 |73(4| 0 | O (21| O |2 |0| 7,227 396 0 0 | 2,079 0 198 0
42 | 5°120,000 | 34 |11.3|240,000| 7,850 [56|2| 2 | O |40 O |0 |0| 439 157 | 157 | 0 | 3,140 0 0 0 +
43 | 4°670,000 | 31 |10.3 210,000 | 13,350 |61 |5| O | O |26 2 | 6|0 81435 |667.5| O 0 | 3,471 | 267 | 801 0 +
44 | 5°000,000 | 33 11 |225,000| 12,450 (8 (3| O | O [ 9| O |2 |0]| 10,707 |373.5] O 0 |1,1205| O 249 0 |+|+
45 | 6°520,000 | 43 | 14.4| 165,000 | 13,150 {602 | O | O |31 4 |3 |0| 7,890 263 0 0 |4,076.5| 526 |3945| O +
46 | 6°640,000 | 44 |14.7| 139,500 | 7,400 |70 1| O | O |19 5 |5]|0]| 5,180 74 0 0 | 1,406 | 370 | 370 0 |+|+
47 | 4°210,000 | 28 | 9.3 | 186,000 | 8,550 {69|2| O | O |17] 4 | 8 |0 58995 | 171 0 0 | 1,453.5| 342 | 684 0
48 | 6°450,000 | 43 |14.2| 189,000 | 13,350 (61| 1| O | O |35 O |3 |0| 81435 [1335| O 0 |4,6725| 0 |4005| O
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49 | 7°720,000 | 51 17 | 180,000 | 13,050 (51(1| O | O (38| O |7 |0 6,6555 |130.5| O 0 | 4959 0 |[9135| O
50 | 4°990,000 | 33 11 | 125,000 | 13,750 {721 | O | O |20 O |7 ]|0| 9900 |137.5| O 0 | 2,750 0 [9625| O
51| 4°960,000 | 33 |10.9| 156,000 | 9,050 {43|1| O | O |51 1 |4 |0| 3,891.5 | 90.5 0 0 | 4,6155| 90.5 | 362 0
521 5°060,000 | 34 |11.2|204,000|14,900|75|3| O | O |16 1 |5 |0| 11,175 | 447 0 0 | 2,384 | 149 | 745 0
53 1 6°930,000 | 46 |15.3| 79,000 | 5,300 {500 O | O |47 2 | 1]|0| 2,650 0 0 0 | 2,491 | 106 53 0
54 | 5°770,000 | 38 |12.7| 246,000 | 5,850 [47|2| O | O |32 1 |18|0| 2,749.5 | 117 0 0| 1,872 | 585 |1,053| O
55| 6°340,000 | 42 14 | 210,000 | 10,400 (49| 1| O | O |41 5 |3 |1]| 5,096 104 0 0 | 4264 | 520 | 312 | 104
56 | 7°050,000 | 47 |15.6| 186,000 | 10,700 {600 | O | O |25 6 | 8 |1| 6,420 0 0 0 | 2,675 | 642 | 856 | 107
57 1 2°970,000 | 20 | 6.6 | 225,000 | 6,500 {500 O | O |45 2 |3 |0| 3,250 0 0 0 | 2925 | 130 | 195 0
58 | 5°740,000 | 38 |12.7| 247,500 | 6,950 |57|2| O | O |31] 6 |4 |0 39615 | 139 0 0 |2,1545 | 417 | 278 0
59 | 6°520,000 | 43 | 144 | 180,000 | 7,550 |59 | 1| O | O |33 4 |2 |1| 44545 | 755 0 0 |2,491.5| 302 | 151 | 755
60 | 4°410,000 | 29 | 9.7 | 375,000 8,750 {40 1| O | O |57 O |2 |0| 3,500 | &7.5 0 0 149875 O 175 0
61 | 5°200,000 | 34 |11.5|315,000| 9,350 {741 O | O |18 O |7 |0| 6919 | 935 0 0 | 1,683 0 [6545| O
62 | 6°000,000 | 40 |13.2|265,500| 9,650 [47|3| O | O |31| 5 |14|0| 45355 |289.5| O 0 129915 |4825|1351| O
63 | 6°770,000 | 45 |14.9|225,000| 6,900 {65{0| O | O |26] 6 |3 |0| 4,485 0 0 0 | 1,794 | 414 | 207 0
64 | 6°620,000 | 44 |14.6| 180,000 | 4,850 [45|1| O | O |49 O |4 |1| 2,1825 | 485 0 0 123765 O 194 | 48.5
65 | 6°520,000 | 43 | 14.4| 240,000 | 8,350 |{79|2| O | O |18 1 | O |0O| 65965 | 167 0 0 | 1,503 | 83.5 0 0
66 | 6°890,000 | 46 |15.2|277,500| 13,400 741 O | O |221 O |3 |0| 9916 134 0 0 | 2,948 0 402 0
67 | 4°090,000 | 27 9 |195,000| 10,600 |67(1| O | O (31| O |1|0| 7,102 106 0 0 | 3,286 0 106 0
68 | 6°259,000 | 41 |13.8|232,500| 7,900 {764 O | O |17 O |3 ]|0| 6,004 316 0 0 | 1,343 0 237 0
69 | 5°740,000 | 38 |12.7| 120,000 | 9,000 {331 O | O |60 2 |4 |0| 2970 90 0 0 | 5,400 | 180 | 360 0
70 | 4°450,000 | 29 | 9.8 | 210,000 | 11,600 {662 | O | O [23| O |9 |0| 7,656 232 0 0 | 2,668 0 (1,044 O |+
71 | 3°840,000 | 25 | 8.5 210,000 | 8,100 {241 O | O |69 4 |2 |0| 1,944 81 0 0 | 5589 | 324 | 162 0
72| 4°220,000 | 28 | 9.3 | 195,000 | 5,000 {372 O | O |57 3 |1]|0| 1,850 100 0 0 | 2,850 | 150 50 0
73 | 3°700,000 | 25 | 8.2 | 210,000 | 10,600 | 70| 1 | 1 0 (25| 0 |3 ]0]| 7420 106 | 106 | 0 | 2,650 0 318 0
74 | 7°210,000 | 48 | 15.9 240,000 | 12,850 |36|1| O | O |58 3 |2 |0| 4,626 |1285| O 0 | 7,453 |385.5| 257 0
75 | 4°540,000 | 30 10 | 210,000 | 13,600 (61| 1| O | O |30 O |8 |0| 8296 136 0 0 | 4,080 0 |[1,088| O
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76 | 5°690,000 | 38 |12.6 | 375,000 16,050 ({59|0| O | O |34] 1 |6 |0| 9,469.5 0 0 0 | 5457 |160.5| 963 0
77 | 6°520,000 | 43 |14.4| 255,000 | 11,650 |78 0| O | O |16] O | 6 |0O| 9,087 0 0 0 | 1,864 0 699 0
78 | 6°520,000 | 43 |14.4| 90,000 | 5,750 |78 0| O | O |15] 1 |6 |0| 4,485 0 0 0 | 862.5 | 57.5 | 345 0
79 | 6°780,000 | 45 15 | 105,500 | 8,500 |75]0 | 1 0O 18] O | 6|0| 6375 0 85 0 | 1,530 0 510 0
80 | 7°160,000 | 47 |15.8|310,500| 6,400 {700 O | O |27 O |3 |0| 4,480 0 0 0 | 1,728 0 192 0
81| 5°160,000 | 34 |11.4| 225,000 8,650 {47|{0| O | O {44] O | 9 |0| 40655 0 0 0 | 3,806 0 |[7785| O
82| 3°480,000 | 23 | 7.7 | 225,000 | 13,050 |72|2| O | O |19 2 |5]|0| 9,396 261 0 0 |2,479.5| 261 |652.5| O
83 | 4°500,000 | 30 | 9.9 | 336,000 | 9,250 {603 | O | O |30 O |7 |0| 5550 |277.5| O 0 | 2,775 0 |(6475| O
84 | 5°380,000 | 36 |11.9| 267,000 20,100 (593 0 | O |28 2 |7 |1| 11,859 | 603 0 0 | 5,628 | 402 | 1,407 | 201
85| 5°590,000 | 37 |12.3|180,000| 11,850 (78 1| O | O [19| 1 10| 9243 |1185| O 0 |2251.5 1185|1185 O
86 | 4°840,000 | 32 |10.7| 195,000 | 5,200 {63|2| O | O |30 O |5|0| 3,276 104 0 0 | 1,560 0 260 0
87 | 6°900,000 | 46 |15.2| 120,000 | 8,600 52| 1| O | O |41 O |6 |0| 4472 86 0 0 | 3,526 0 516 0
88 | 7°530,000 | 50 |16.6 | 180,000 | 6,450 |57|3| O | O |37 2 |1 |0| 3,6765 |193.5| O 0 |2386.5| 129 | 64,5 0

! C = Ndmero de cédigo de perros

? SE = serie eritrocitica, GR = glébulos rojos, HTO = hematocrito y HB = hemoglobina

? ST = serie trombocitica y P = plaquetas

4 SL = serie leucocitica, S = segmentados, A = abastonados, ME = metamielocitos, MI = mielocitos, L = linfocitos, MO = monocitos, E = eosindfilos y
B = basoéfilos

> CD = Célula diana, + es hallazgo de CI o mérula en frotis




Apéndice 3. Resultados de la serologia en la deteccion de anticuerpos contra Anaplasma spp. y
Ehrlichia spp. en los 88 perros con antecedentes de garrapatas del distrito de

Chiclayo (Lambayeque - Peru)

Q

SEROLOG{A*

Anaplasma spp.

Ehrlichia spp.

+

O |0 (N[N AW (N |-

it
<

)
)

e
(9]

ik
w

ek
£ >N

)
wn

[
=)

[
~

)
=]

o)
o

[\*]
<

[
sk

[\%)
%)

[\*]
w

e B e B B S o S o P o S o P P B

N
=

[\*}
wn

[}
=)

[\%]
~

+ [+ |+

[\
R

N
o

7
=]

w
[t

+ |+ |+

w
[\%)

b)
w

W
S

w
n

W
=)}

w
<

|
=]

+ |+ |+ |+ |+

86




39
40

41

42

43
44
45
46
47
48
49
50
51

52

53
54

55
56
57
58
59
60
61

62
63
64
65
66
67
68
69
70
71

72
73
74
75
76
77
78
79
80
81

82

87



83

84

85

86

87

+ |+ |+ [+

88

1 C = Numero de cddigo de perros
2 + (seropositivo) y - (seronegativo)
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