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RESUMEN

La anaplasmosis es una enfermedad zoondética enteigemn es transmitida por la mordedura de
garrapatas del género Ixodes. En nuestro pais alexisten reportes del agerd@aplasma
phagocytophilummas si hay evidencias de la garrapata vectoiet@da posible su presencia en
el territorio. Por tanto, el objetivo de este egidde detectaAnaplasma phagocytophiluan
caballos de la provincia de Chiclayo (Departamat®d.ambayeque, Perd) utilizando técnicas
hematoldgicas. Para ello se colectaron 100 muastraangre de caballos procedentes de 4 haras
en el afio 2015, los cuales se encontraban apammiensanos y tenian antecedentes de
exposicion a garrapatas. El estudio hematolégiateacio que el 9% de caballos presentaron
estructuras compatibles con cuerpos de inclusidimmlas deAnaplasma phagocytophiluen
frotices de sangre periférica tefiidos con WrigiNaranja de acridina, a los que denéminamos
“positivos”; ademas, este grupo de animales evidenciarors laiteraciones en la serie
leucocitica y trombocitica como lo reportaron osgidios. A su vez, hubieron 48% de animales
sospechosos que presentaron trombocitopenia slereia de cuerpos de inclusion o morulas.
Los hallazgos sugieren la exposiciorAaphagocytophilumconstituyendo el primer reporte

hematolégico del agente en caballos en el Peru.

Palabras clave:Anaplasma phagocytophlymaballos, técnicas hematoldgicas.



ABSTRACT

Anaplasmosis is an emerging zoonotic diseasegsheanismitted by the bite of ticks of the Ixodes
genus. In our country there are still no reportstted presence of the ageAnaplasma
phagocytophilumbut if there is evidence of the tick vector, nmgkpossible its presence in the
territory. Therefore, the objective of this studgisato detect the presencefofphagocytophilum
in horses from the province of Chiclayo (Departnafitambayeque, Peru) using hematological
techniques. To do this, 100 blood samples werecttl from horses obtained from 4 haras in
2015, which were apparently healthy and new histdrgxposure to ticks. The hematological
study showed that 9% of horses have inclusion lsoalimorulae ofA. phagocytophilunn the
cytoplasm of peripheral blood neutrophils, staimetth Wright and Acridine Orange, to which
we denoté'positive”. This group of horses showed alterations in thedeytic series and the
thrombotic series as reported by other studiesrelTeere 48% of suspicious animals that
presented thrombocytopenia without evidence ofusioh bodies or morulas. The findings
suggest exposition #. phagocytophilunrconstituting the first hematological report abtagent

in horses in Peru.

Key words: Anaplasma phagocytophlytnorses, hematological techniques.
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I. INTRODUCCION

Anaplasma phagocytophilures el agente causal de la enfermedad Anaplasmosis
Granulocitica, el cual es capaz de infectar arnam gumero de mamiferos en el mundo; sin
embargo, la enfermedad clinica solo ha sido doctadanen caballos, perros, ovejas, cabras,

gatos, humanos, entre otros (Diniz y Breitschwe&@1,1).

Anaplasma phagocytophilues una bacteria gram negativa intracelular oldigmigue
infecta granulocitos, principalmente neutréfilas,celyos citoplasmas forma una “microcolonia”
denominada “morula” (Woldehiwet, 2010). Se han rigmio diversas variantes genéticas (cepas)
de A. phagocytophilumlas cudles varian en la preferencia de hospedersstvorios, en la
respuesta del hospedero (diversidad de manifepegidinicas), asi como la preferencia de la
garrapata vector. Por ejemplo, se han identifidadanismas variantes genéticas en roedores,
perros, caballos y humanos; a diferencia de laamseigenética identificada en ovejas, que no

suele afectar a humanos (Rikihisa, 2011).

Anaplasmosis Granulocitica Humana es una enfemnedergente en Estados
Unidos (CDC, 2018) y Europa (Kocat al., 2005); a su vez en Sudamérica ya hay indicios de
exposicion (Mattar y Parra, 2006).

Segun el Centro para el Control y la Prevencioknfermedades de los Estados Unidos
(CDC), la Anaplasmosis Granulocitica Humana (AGs$iyea enfermedad infecciosa de caracter

zoondtico cuyos reportes se han ido incrementandalmente. De 348 casos en el afio 2000 a 4



151 casos en el afio 2016. Con una tasa de letalglinada inferior al 1%, la cual esta asociada
a diversos factores, siendo uno de ellos la apipade un tratamiento incorrecto como

consecuencia de un diagnostico tardio (CDC, 2018).

Anaplasmosis Granulocitica Equina (AGE) fue regtatpor primera vez en caballos en
el afio 1960 en establos al norte de Californiajelestonces los casos se han ido incrementando
dentro de Estados Unidos, Canada, Europa (Pugteldaigan, 2014); y en paises de Sudamérica
como: Chile (Conejeros, 2012), Brasil (Far&sal., 2015) y Venezuela (Arraget al., 1992;
Castellanogt al, 2010).

La transmision de la enfermedad se produce prilmgrgte por la mordedura de una
garrapata infectada (vector) a una especie subtep8in embargo, se ha evidenciado la

transmision mediante la transfusion de sangre ¢Rast Madigan, 2014).

Los principales vectores d& phagocytophilunson las garrapatas del género Ixodes
cuyas especies se encuentran distribuidas en tddengisferio Norte (Bjoersdorff, 2016). Sin
embargo, en el Per( se reportd por primeralxedes spen vizcachas del nortédgidium
peruanum en el departamento de Amazonas (Macedal., 1994); y posteriormente Glenny
(2004) identifico este género de garrapatas egeyatos, equinos y cerdos, en el departamento

de Piura (en las localidades de la provincia debayga).

La severidad de los signos clinicod\daplasmosis Granulocitica Equina (AGE) esta en
funcién a la edad de los caballos y la duraciotadmfermedad, lo que hace dificil reconocerla
en una primera evaluacion del animal. En los cabatultos (mayores de 4 afios) los signos se
desarrollan progresivamente presentando fiebrered@ém, anorexia parcial, edema de
extremidades, petequias (Meuten y Buergelt, 20d#Yicia, resistencia al movimiento y ataxia;
los caballos menores de 4 afios desarrollan sigaedawes y en los caballos menores de 1 afio,
es dificil reconocer la signologia, ya que solo pasencia de fiebre entre el primer y segundo
dia de infeccion (Pusterla y Madigan, 2015). Sirb@mo la enfermedad es autolimitante

(Gribble, 1969) y se han reportado animales intexgasintomaticos (Madigan, 1993).



Los sintomas de Anaplasmosis GraititacHumana (AGH) son inespecificos, siendo
el sintoma mas comun la fiebre, seguido por datoctabeza, dolor muscular, malestar general,
resfrio, nauseas, dolor abdominal y tos; muy ppeasonas desarrollan todos los sintomas vy el
namero y combinacién de presentacion varia de para@ersona. En casos complicados podria
presentarse con disnea, hemorragia, falla renaloblgmas neurolégicos (CDC, 2018). La
inespecificidad de los sintomas hace dificil sigai@stico durante la fase aguda, pudiendo ser

confundida facilmente.

El diagndstico de la enfermedad se basa en la assnsignos clinicos y las alteraciones

hematoldgicas, que luego se deberan confirmar ogametbas de laboratorio confirmatorias.

Las alteraciones hematolégicas incluyen anemiacof@enia y principalmente
trombocitopenia; ademas de la evidencia de cuatpasclusion o morulas en el citoplasma de
neutréfilos y eosinofilos (Bjoersdorff, 2016), losales pueden ser observados en frotices de
sangre periférica tefiidas con la coloracion Gieongéight (Bjoersdorff, 2016) y con la tincién
fluorescente Naranja de acridina (Gribble, 196P)gden ser evidenciados en un 20% a 80% de
los casos (Hernandez y Marien, 2013). Esta evaloas considerada como un método de rutina
en el laboratorio clinico, sin embargo tiene unasi®lidad y especificidad limitada por ello es

necesario el uso de pruebas confirmatorias (Engtvall,1996).

Las pruebas confirmatorias utilizadas son la réacen cadena de la polimerasa (PCR)
la cual ha sido considerada altamente sensibl@gcéca; sin embargo, el Gold Standard es la
prueba serolégica Inmunofluorescencia indirectd) (EDC, 2018), la cual es diagndstico
cuando el incremento de anticuerpos es superioatacveces el titulo en fase aguda (Moetes
al., 2012).

El estrecho contacto entre animales infectados lyoatbre incrementa el riesgo de
transmision de enfermedades zoondticas y Anaplasr@wanulocitica es una ellas. En el Perd,
los caballos cumplen un rol cultural (Caballo Paouae Paso), social (policia), deportivo
(caballos de carrera), interactivo (caballos depgase incluso terapéutico (equinoterapia), que

hace estrecha su relacion con el hombre.



La deteccion hematoldgica dmaplasma phagocytophiluem caballos del Pert seré de
suma importancia para la salud publica; ya querderdrarse, la enfermedad “Anaplasmosis
Granulocitica Humana” tendria que ser considerataocdiagnodstico diferencial en pacientes
febriles o en aquellos que presenten algunos dgntsmas mencionados; ademas, si la historia
del paciente contempla contacto con caballos,dpestha de la enfermedad incrementaria. A su
vez, debera ser considerada en la lista de didgosstiferenciales de enfermedades febriles en
caballos con sospecha de exposicion a garrapdtdmdhodstico temprano de la enfermedad es
crucial para la aplicacién de un correcto tratamaien recuperacion del paciente, ya que la

mortalidad esta altamente relacionada con el tiedgevolucion de la enfermedad tanto en

humanos como en caballos.



ll. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 ANAPLASMOSIS

Anaplasmosis es una enfermedad infecciosa no dostagVorou et al., 2007),
transmitida por la mordedura de garrapatas, cuyntagcausal es la bacterdmaplasma
phagocytophilum(Severoet al., 2012). La enfermedad lleva el nombre de Anaplasmos

granulocitica seguida de la especie a la que afecta

La Anaplasmosis granulocitica se ha reportado eersibs mamiferos; sin embargo, la
enfermedad clinica ha sido reportada en humaneosyspeaballos, gatos, rumiantes (Diniz y
Breitschwerdt, 2011), llamas (Lot al., 1996) y alpacas (Lascotd al., 2009; Tinkleret al.,
2012).

2.1.1 Historia

Anaplasma phagocytophiluree describié por primera vez a principios de fussal 930
infectando ovejas (rumiantes) en Escocia, en esmess el agente fue nombraBackettsia
phagocytophilgFoggie, 1949) y la enfermedad denominada “Enfdeddebril de los rumiantes
transmitida por garrapatas”; posteriormente fuemirado comaCytoecetes phagocytophila
(Foggie, 1962)or su predileccién por los granulocitos y por s@rfolégicamente similar a
Cytoecetes microt{Tyzzer, 1938). Luego fue incluida en la trilithrlichieae del orden
Rickettsiales, como una especie separada, denodal@@Bhrlichia phagocytophilaRistic y
Huxsoll, 1984).



Mas adelante, se describio una enfermedad febcihballos de California, ademas de un
curso clinico similar al observado en ovejas, doeddenciaron cuerpos de inclusion en el
citoplasma de granulocitos, aquel agente fue dewamhoiEhrlichia equiy la enfermedad

Ehrlichiosis granulocitica equina (Gribble, 1969).

Afos mas tarde, una enfermedad con clinica felenwigencia de cuerpos de inclusién en
granulocitos fue descrita en pacientes humanos stad&s Unidos, el agente causal fue
denominado “agente de la Ehrlchiosis granulociticaana” (Cheeet al.,1994). En ese momento
se desconocia si este agente tenia relacion déardcio aEhrlichia phagocytophila Ehrlichia
equi Sin embargo, luego de un andlisis filogenétioe, evidencid que se encontraban
estrechamente relacionados por lo que se agruparona misma y “nueva” especie denominada

Anaplasma phagocytophilu@umleret al.,2001).

2.1.2 Anaplasmosis en el Mundo

Anaplasmosis Granulocitica Equina (AGE) fue regubat por primera vez en 1960 en
establos al norte de Californiglrlichia equ) (Gribble, 1969), desde entonces ha sido reportada
en caballos de Washington, Oregon, Nueva Jersegvd\Mork, Colorado, Illinois, Minnesota,
Connecticut, Florida, Winsconsin, Europa, CanadéleGConejeros, 2012), Brasil (Pusterla y
Madigan, 2015) y Venezuela (Arraghal.,1992; Castellanost al, 2010).

Anaplasmosis Granulocitica Humana (AGH) se idagttifior primera vez en 1990 en un
paciente de Winsconsin que fallecié con una sesefermedad febril, dos semanas después de
ser mordido por una garrapata (Cle¢ml.,1994). Al principio se crey06 que se trataba dehég
E. chaffeensigyero en 1994 mediante la aplicacién de amplificacm®@lecular de rango amplio
y secuenciacion del ADN se reconocié que el ageausal era distinto, inicialmente denominado
“agente de Ehrlichiosis Granulocitica Humana” (Baket al., 1994; Cheret al., 1994). Los
casos se han ido incrementando en nimero dentieyg fle Estados Unidos (Dumédtral.,1997;
Méttar y Parra, 2006; CDC, 2018).



Anaplasmosis Granulocitica Canina (AGC), fue regatpor primera vez en perros con
enfermedad febril en California (Estados Unidos)len que se detectaron morulas en el
citoplasma de granulocitos (Madewell and Gribbl@32). Luego ha sido reportado en otros
paises de Europa, siendo el primer caso reportadel afio 2005 en un perro de la Isla de
Vancouver Canada, donde identificaréxnaplasma phagocytophilunserolégicamente vy
molecularmente (Diniz y Breitschwerdt, 2011), y Méx(Rojeroet al.,2017).

2.1.3 Anaplasmosis en Sudamérica

A continuacion se hizo una recopilacion de estudasizados para la deteccion e
identificacion hematologica, serolégica y/o molecutle Anaplasma phagocytophilymen
humanos, perros y caballos. Decidimos enfocarnosstas tres especies, debido al estrecho
contacto entre ellos, por ser los mamiferos qunest constante movimiento (viajes y traslados
al interior y exterior del pais) y por ser espedi@s comparten variantes genéticagdaplasma

phagocytophilunsegun lo referido por Rikihisa (2011)

2.1.3.1 En Perros:

En Chile se han realizado diversos estudios seoai$gara la deteccion de este agente;
uno de ellos en la comuna de San Bernardo, Sardia@hile, donde se registro la presencia de
A. phagocytophilupobteniéndose un 86% de seropositividad en uhdetdl pacientes caninos,
utilizando la técnica IFI (Gutjahr, 2005). Otrowetib realizado en Santiago de Chile, donde se
muestrearon a 77 perros de zonas urbanas con duldosomo resultado que el 69% eran
seropositivos &\. phagocytophilumlos sueros fueron analizados mediante IFI coraedz|
laboratorio Fuler (Lopeet al., 2007). Por ultimo se realizé un estudio en lalaiide Talca
(Chile) en caninos vagabundos mediante la util@aciel SNAP 4Dx del Laboratorio IDEXX,
dando como resultado 48% de seropositividad deotat le 25 caninos muestreados (Ortiz,
2012).

En Colombia se obtuvo una prevalencia de 33% esstudio en el que se muestrearon
un total de 498 perros provenientes de tres ciidé@dedellin, Barranquilla y Cartagena), las
muestras fueron testeadas utilizando el SNAP 4Dx deoratorio IDEXX (Mc Cownet al.,
2015).



En el afio 2011, se reportd la detecciorAdaplasma phagocytophiluen perros de
Brasil (municipalidades de Seropédica e Itaguai,deiJaneiro) los cuales fueron seleccionados
aleatoriamente, utilizando PCR en tiempo real sgeecié un 7.11% de positividad de un total
de 253 muestras (Santetsal.,2011). Luego, se realiz6 un estudio para detemanarevalencia
de perros infectados c@n phagocytophiluren un érea residencial de Belo Horizonte, mediante
la técnica serolégica (IFI) y molecular (PCR), 48.8ueron seropositivos y 10.9% fueron
positivos, respectivamente de un total de 62 pepasentemente sanos a la evaluacion clinica,
cabe mencionar que las garrapatas recolectadastesn animales fueron identificadas como

Rhipicephalus sanguineus sensu lggdveiraet al.,2017).

2.1.3.2 En equinos:

En Venezuela (Estado de Zulia), se reportd porgnamez la enfermedad en el afio 1987
en caballos que manifestaron signos clinicos cdbipat con la enfermedad mediante la
observacién de mérulas en frotices de capa blgbo#fy coat). Por ello, se realiz6 un estudio
en el Laboratorio Clinico de la Facultad de Ciesiaiaterinarias de la Universidad de Zulia,
mediante la observacion de frotices de capa blgho#fy coat) de sangre de caballos remitidos
al laboratorio (1989 — 1990) para la deteccion dentes hemotropicos. Se analizaron 629
muestras de sangre de equinos procedentes de biipdslr de Haras, fincas, parques de
diversiones y un circo; de las cuales 232 fueraitipas al agente, porque evidenciaron cuerpos
iniciales 0 morulas en el citoplasma de neutréfil@osindfilos; de estos animales, solo algunos
mostraban signos clinicos severos o leves, y etias asintomaticos y solo fueron enviados para

chequeo (Arragat al.,1992).

El estudio evidencié que los caballos que presentalgnos clinicos compatibles con la
enfermedad, asi como monocitos vacuolados y egamitosis en el frotis, podian ser
considerados sospechosos, ya que habia una bspoasta una vez iniciado el tratamiento. En
ese momento, por la concordancia de los signoscatinla respuesta al tratamiento y los
hallazgos del laboratorio se le dio fuerza al déegiso por frotis que fue de mucha ayuda para el
reconocimiento temprano de la enfermedad. En gioita presencia de eritrofagocitosis era una
sospecha de Anemia Infecciosa Equina, por lo gseaaron que se trate de esta enfermedad
(Arragaet al.,1992).



Mas adelante, en Venezuela se realizé un estudiatioddgico en 137 caballos criollos
venezolanos clinicamente sanos, pertenecientestzatios del Estado de Apure; donde se obtuvo
que el 32.9% de las muestras presentaban esasicteompatibles cormAnaplasma
phagocytophilumen el citoplasma de neutréfiloEste estudio consistié en la bdsqueda de
evidencias de la bacteria en el citoplasma de @f@os circulantes mediante la técnica de buffy
coat (capa blanca); sin embargo, el estudio nocésj@esi las estructuras visualizadas fueron

cuerpos iniciales o morulas (Castellarosl.,2010).

En el 2016, se realiz6 un estudio para evaluardagmcia dé\. phagocytophilunen
poblaciones equinas venezolanas sin signos clinivesliante la busqueda de cuerpos de
inclusién o mérulas en el frotis de capa blancdfylroat) y la prueba de reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) demostrando la ausencia dadgeria en las 200 muestras (Parraga et al.,
2016).

En Brasil (Centro-Oeste), se realizd un estudiolégico en 20 animales sospechosos de
Anaplasmosis Granulocitica equina, de los cualdsadr®dn seropositivos (65%) mediante el Kit
ELISA (Helica), pero ninguno de ellos fue positavéa blisqueda de corplsculos de inclusion y/o
mérulas en la técnica buffy coat o PCR (Salvagmil, 2010). A su vez, se realiz6 un estudio en
Caballos de la Policia Montada del Estado de Ridadeiro — Brasil, donde se muestrearon 91
equinos para la deteccion de anticuerpos cofitrphagocytophilummediante el test de
Inmunofluorescencia indirecta, reportandose esttisteerpos en 11 caballos (10%), los cuales

no manifestaban signos clinicos (Faeagl.,2015).

En Chile, se realiz6 un estudio para la detecci@ ahticuerpos contraA.
phagocytophilumen 50 equinos Fina Sangre de Carrera (FSC) peréstes alValparaiso
Sporting Club, Vifia del Marencontrando un 8% de seropositividadl. phagocytophilunen la
Prueba de Inmunofluorescencia Indirecta. Los equitebestudio fueron elegidos aleatoriamente
y por accesibilidad a la toma de muestra, los sisdencontraban clinicamente sanos (Conejeros,
2012).



2.1.3.3 En humanos:

En Colombia se realiz6 un estudio para estimaeldapsevalencia de anicuerpos contra
Anaplasma phagocytophilynBatonella spp y Coxiella burnetien 81 habitantes de los
departamentos de Cérdoba y Sucre, mediante la gprdebnmunofluorescencia indirecta (IFI)
resultando 23.6% seropositivoLaxiiella burnetij 37.7% posiivos 8artonella sppy 20% de

individuos fueron seropositivosAnaplasma phagocytophilu@vattar y Parra, 2006).

2.1.4 Anaplasmosis en el Peru

En el 2009, se realizé un estudio serolégico enamas para la deteccion &arlichia
chaffeensisy Anaplasma phagocytophiluran diferentes regiones del Perd, donde solo se
encontraron seropositivos péta chaffeensisitilizando la prueba seroldgica IFI. Encontrando
seroprevalencias en Cura Mori (costa norte del)P@uchapata (sur de los Andes peruanos),
Pampas (comunidad urbana en una villa de LimanyoSEomas (selva peruana) de 25% (10/40),
23% (9/40), 3% (1/40) y 3% (1/40), respectivamehlimgin suero fue positivo Anaplasma
phagocytophilun{Moro et al.,2009).

En el 2011 se report6 un caso de un perro positAdoaplasma phagocytophilucon la
prueba ELISA SNAP®4Dx (IDEXX Laboratories Inc),@lal tenia antecedentes de mordedura
de garrapata, petequias y equimosis en la piel;\@s en el hemograma presentaba neutrofilia
madura y trombocitopenia severa. Es importanteideres que el Kit diagnostico empleado tiene
reaccion cruzada con el ageAteaplasma platysRubioet al.,2011), el cual ya ha sido reportado
en Lima (Tateishet al.,2015).

2.2 Anaplasma phagocytophilum
2.2.1 Clasificacion taxonémica

Luego de la reorganizacion basado en el analegefiético del ARNr 16S, groESL y los
genes de proteinas de superficie, realizada porldwenal. (2001). Se lleg6 a la conclusion que
A. phagocytophilumpertenece al génerdnaplasma familia Anaplasmataceae, orden

Rickettsiales.



Todos lo miembros de la familfnaplasmataceae: Ehrlichia, Anaplasma, Neorickaitsi
con excepcion de Wolbachiapn bacterias gramnegativas intracelulares obligast que se
replican dentro de vacuolas derivadas de la memabdenla células eucariotas hospederas
(Rikihisa, 1991).

——= Anaplasma phagocytophilum (U02521.1)
—=a  Anaplasma platys (MB2801.1)

w  Anaplasma bovis (U03775.1)

{: Anaplasma ows (AY262124.1)
Anaplasma marginals (FJ155998.1)

& Ehrlichia ruminantivm (NR_044831.1)

Ehrifchia muris (AB196302.1)

— - -a  Ehrfichia chaffeensis (M73222.1)
—+ Ehrifehia canis (M73221.1)
e | —+:: Ehriichia ewingii (M73227.1)
—m  Wolbachia endosymbiont — Brugia malayi (AFD51145.1)
Wolbachia endosymbiont — Culex quinguefasciatus (AF387410.1)
{: Wolbachia endosymbiont — Culex pipiens (XB1768.1)
—a  Neorickeiisia haiminthoeca (AY510030.1)

+:: Neorickattsia ristichl (AF295572.1)
Neorickettsia sennatsu (M73219.1)

Figura 1. Arbol filogenético de la familia Anaplasmataceaafamilia Anaplasmataceae incluye
los génerof\naplasma, Ehrlichia Neorickettsia y WolbachigSevercet al.,2012).

2.2.2 Etimologia:

A, que significa “sin” y plasma, “algo formado oaldeado” (Severcet al.,2012)

2.2.3 Caracteristicas del agente causal

A. phagocytophiluntoloniza granulocitos, principalmente neutréfilosiando infecta
mamiferos; sin embargo, es probable que tambiéetmfotras células de origen mieloide y no
mieloide (Rikihisa, 2010). A su vez, las célulagi@eliales (Herroret al., 2005) y las células

progenitoras también podrian ser infectadas (Balyadeeleyet al.,2004).



Se sabe que sobreviven en las glandulas salivdéescgélulas del intestino medio de las

garrapatas del género Ixodes (Rikihisa, 2010).

2.2.4 Morfologia

A. phagocytophilures una bacteria gram negativa intracelular oldigg@mtno movil, de
forma cocoide a elipsoidal, frecuentemente pleoicgrfde 0.2 a 2im, envuelta por dos
membranas (Diniz y Breitschwerdt, 2011). La memhraxterna o pared celular es es
frecuentemente ondulada, lo que crea un espadigigmmico irregular; la membrana interna o
membrana plasmatica se encuentra adherida a logoo@mtes internos del microorganismo.
Internamente, la bacteria esta constituida porsaleasas y lucidas. Las areas densas continene
granulos, aparentemente ribosomas, y en las areidas finas fibrillas sugestivas de hebras de
acido desoxirribonucleico (ADN) (Figura 2) (Sedisal., 1976; Rikihiseet al.,1997).

Se han identificado dos morfotipos de phagocytophilunmediante microscopia
electrénica: una forma de nucleo reticulado y fiirena de nucleo denso (Dumlet al., 2001).
La experimentacion indica que el morfotipo retidalaes la forma replicativa no infecciosa del
ciclo de desarrollo da&. phagocytophilupmientras el morfotipo de nucleo denso es resisten

los cambios ambientales e infecta células de mansi{&everet al.,2012)

A. phagocytophiluree multiplica por fisién binaria (Sek$ al.,1976) en vacuolas ligadas
a la membrana (denominadas cuerpos de inclusioarolas) dentro del citoplasma de células
hospederas (Figura 3); ambas formas de la bateriteo reticulado o denso) estan presentes en
la misma vacuola (Dumleat al.,2001). La bacteria puede estar estrechamente agugentro
de las inclusiones debido a la pérdida de peptigagio y lipopolisacaridos (LPS) (Lin y
Rikihisa, 2003), permitiendo la plasticidad delranimcito infectado que es requerido para la
circulacion capilar (Rikihisa, 2011).

Las morulas miden de 1.5 a 21 de didmetro pero pueden llegar a medir hasta ¢
son pleomorficas (Popost al., 1998). Gribble (1969) refiere que la mérula eniegsl puede

medir de 0.5 a §m de diamentro, puede contener mas de una y d@stacterias.



Figura 2. Neutréfilo de equino infectado experimentalmerden E. equi (ahora A.
phagocytophilumh conteniendo muchas inclusiones (l). Microrganismsolitarios estan
estrechamente unidos a la membrana de la vacuplddSared celular (C) y la membrana
plasmética (P) son evidentes alrededor de lashmt®icroscopia electronica x41,000 (Selis

al., 1976).

Figura 3. Neutréfilo de equino infectado experimentalmenten . equi (ahora A.
phagocytophilumcon dos inclusiones (I) en su citoplasma. Logpigmos esan alineados en la
periferie de la vacuola. Microscopia electr6nica,880 (Sellst al.,1976).



2.2.5 Caracteristicas y variantes genéticas

El tamafio del genoma de phagocytophilurtcepa HZ) aislada de un paciente en Nueva
York fue 1.47 Mb. Tiene numerosas repeticiones/@2del genoma) como se vio en 100 genes
p44 (msp2), genes del sistema de secrecion tifd4®), y genes que contenian repeticiones en
tandem. Carecen de genes requeridos para la lesisinte lipopolisacaridos y peptidoglucano
(Rikihisaet al.,1997).

En mamiferos, los antigenos mas comunes producidstitutivamente son las proteinas
de 42 a 49KD, que son expresadas en la membragiaaxte la bacteria (Carraeteal.,2009).
Estas proteinas son codificadas por la familiggdelp44(también llamadmsp3 (Barbetet al.,
2006).

P44/Msp2 son los principales antigenos de superfiendo Msp2 la mas abundante, por
ello son utilizados para el serodiagnéstico. (lgtlal.,1999). Son proteinas transmembrana que
exhiben actividad porina para permitir la difusidasiva de nutrientes de molécula pequefia
hidrofilicos a través de la membrana externa (Hwrad., 2007). La variacion antigénica de la
proteina p44 contribuye a la evasion del sistemaune del hospedero y a la persistenciade
phagocytiphilun(Rikihisa, 2011).

Ademéas de Msp2, ankA es el componente mas estudladd. phagocytophilum
(Caturegliet al.,2000; Parlet al.,2004) Las secuencias de ankA son diversas segun swnorige
geogréfico, con relativa conservacion entre laasemwrteamericanas y la diversidad entre las
bacterias europeas. No se conoce si la diversidag@n®A se relaciona con la gravedad. Sin
embargo, una observacion interesante es su locdlizadonde forma un complejo con la

cromatina en el nacleo de células de granuloaitieziados.

Aunque se sabe poco sobre si ankA afecta la sweeia 0 la patogénesis de
phagocytophilunes actualmente la Unica proteina conocida poreseetmda por la bacteria, que
pasa a través de la membrana bacteriana y vac{prksumiblemente por el mecanismo de
secrecion tipo IV deA phagocytophilun{Ohashiet al., 2002), a través del citoplasma y la

membrana nuclear, para encontrar un objetivo nu{i¥aiz y Breitschwerdt, 2011).



Con el fin de secretar proteinas, enzimas, ADbknas desde el citoplasma al exterior,
las bacterias utilizan al menos seis sistemasthistide secrecién de proteinas extracelulares,
denominados como Sistemas de secrecion tipo Ipal Wil (Papanikoiuet al., 2007). Los
homologos del sistema de secrecion tipo | y lospmrentes de T4SS (sistema de secrecion tipo
4) se encontraron en el genomaAlephagocytophilunfDunninget al., 2006). El sistema de
secrecion tipo 4 que podria facilitar la transfer@amle moléculas entre la bacteria y el hospedero
(Caturegliet al.,2000; Ohashet al.,2002) formando un canal transmembrana compuestapo
complejo multiproteico, que libera la proteina &feg y el ADN, y una neuroproteinas
dependiente del ATP (Juhaesal.,2008).

Recientes estudios sugieren que mdltiples vasa¢A. phagocytophilurpuden estar
circulando en poblaciones de animales silvestrefmésticos y cada variante puede tener

diferente tropismo de hospedero y patogenicidad@@eet al.,2009).

La diversidad antigénica entre las cepas dghagocytophilurde diferentes regiones se
incrementa mediante la conversion del gen Mspaupene que la diversidad es impulsada por
la seleccion inmune y puede desempefar un papelrtamte en la persistencia entre los
hospederos reservorios, pero la transcripcion Mesingida y la expresién de Msp2 en muchos
pasajes y en las células de la garrapata sugielercsn por aptitud para nuevos nichos (Rark
al., 2003 y Scorpict al.,2004).

Muchos estudios reportaron que las cepasAdehagocytophilumdifieren en la
infectividad del hospedero. Por ejemplo, la c&paVariant 1de la garrapath scapularisnfecta
cabras y ciervos, pero no ratones (Mas=irg].,2006); una cepa de Califronia infecta equinos,

pero no infecta a rumiantes (Stannerdl.,1969).

Las variantes genéticas Aephagocytophilumgque muestran un menor grado de variacion
en la secuencia de nucleétido son la ARNr 16S ¥E8toy los que tienen mayor variacion
genética son los genka p44, p44ESupl,msp2y ankA(Rikihisa, 2011).



2.3 TRANSMISION

A. phagocytophilunes transmitido por la mordedura dura de las patas del género
Ixodes (Madigan y Pusterla, 2015; Bjoersdorff, 201& distribucién de la enfermedad esta
asociada a la densidad de poblacion de la garrapattor, del hospederos y hospederos

reservorios (Kocaet al.,2015).

A pesar que la enfermedad no es contagiosa, lecidfe puede transferirse mediante la
transfusién de 20 mililitros de sangre de cabatlos infeccion activa a caballos susceptibles
(Madigan y Pusterla, 2015). La transmisién medianatesfusién sanguinea es rara en humanos
(CDC, 2018).

2.3.1 Vectores

Los principales vectores de phagocytophilunson las garrapatas del género Ixodes las
cudles se encuentran distribuidas en todo el lienaigorte, sienddxodes scapularignoreste
y medio oeste de Estados Unidosjades pacificugnorte de California) los vectores principales
(CDC, 2016). A su vedxodes ricinuses el principal vector de la bacteria en EuropasiaA
(Diniz y Breitschwerdt, 2011).

En América Central, algunas especies cémiblyomma cajennense, Anocentor nittens
y Riphicephalus microtfueron reportadas como vectores probable\dphagocytophilum,
(Fariaset al.,2015).

En Pera se report6 por primera vez la presenc@gadapatas del génehxodes sp las
cuales fueron colectados de vizcacHag{dium peruanuiy en el Departamento de Amazonas
(Macedoet al.,1994); luego, Glenny (2004) identifico garrapataseste género en localidades
de la Provincia de Ayabaca (departamento de Piamgpntrando las siguientes frecuencias de
infestacion en perros (87.5%), gatos (66.6%), expu{B81.8%) y cerdos (4.1%).



2.3.1.1 Ixodes sp.

Las garrapatas de este género tienen cuatro estdalioda: huevo, larva, ninfa y adulto

(macho y hembra).

Las garrapatas del género Ixodes son de tres hagmedy la transmision da.
phagocytophilunsolo ocurre transestadialmente, por ello si lasagatas inmaduras (larvas y
ninfas) se alimentan de animales infectados puadeuirir y transmitir la infeccion al siguiente
estadio de vida (ninfas y adulos, respectivamenighay evidencia de transmisién transovarial
(de garrapatas adultas a huevos), por ello eliestigdarva no tiene la capacidad de transmitir la
bacteria a mamiferos (Rikihisa, 2011). Por lo tad®las cuatro fases del ciclo de vida de la
garrapata, las etapas de ninfa y adulto son vecfmotenciales encargados de la transmision
(Diniz y Breitschwerdt, 2011; CDC, 2018).

Las larvas y ninfas se alimentan de sangre de raemsif aves durante 3a5diasy5a7
dias, respectivamente. La hembra adulta necesipetiodo més largo de alimentacién para la
produccion de huevos, que puede ser de 7 a 13ddiasgamiferos pequefios y grandes incluyendo
gatos, perros, liebres, ciervos, humanos, ovegabgllos. Cada estadio de desarrollo tiene una

duracién aproximada de un afio y todo el ciclo da puede durar 3 afios (Balashov, 1972).

La permanencia transestadial Aeaplasma phagocytophiluparece ser inefectiva y
puede necesitar una gran carga bacteriana paratipeagraveés de cada estadio (Ogdemal.,
2002).

2.3.1.2 Hospederos y reservorios

Las garrapatas del género Ixodes también son @asids como reservorios naturales,
porque el ADN deAnaplasma phagocytophiluha sido detectado en sus diferentes espdcies (
scapularis, I. pacificus, I. spinnipalpis, I. riaig, |. perseculatug I. ovatu3 en Estados Unidos,

Europa y Asia (Bussmeyet al.,2010).



A. phagocytophilunpuede infectar a un gran numero de mamiferos @mabo; sin
embargo, los hospederos naturales son los cabpo®s, gatos, ovejas, cabras, en quienes se
ha documentado la enfermedad clinica (Harusil., 2011) y el hombre es considerado un
hospedero accidental que también desarrolla larerftad (Harrust al.,2011). Los hospederos
del agente infeccioso también actian como hospedieralimentacion para el vector (Franzén,
2008).

En Estados Unidos, una variedad de animales gibgesbmo los ratones de patas blancas
(Peromyscus leucopysnapachesRrocyon loto), ardillas grisesSciurus carolinens)s zorros
grises Urocyon cinereoargentelsasi como los ciervos (Skarphedinssinal., 2005), son
reservorios potencialmente importantesAsaplasma phagpocytophiluadigan y Pusterla,
2015). En Estados Unidos, los ratones de patasddason un reservorio primario de las cepas
de Anaplasma phagocytophilugue infectan a los humanos, sin embargo en Europse ha
encontrado que estos muestren un alto potencialtico (Lizet al.,2000). Con respecto a los
ciervos, se ha encontrado que estos propagan galn@nte variantes d&. phagocytophilum
que no se han detectado en humanos, con excem@tidieilo rojo que parece mantener las cepas
zoondticas (Scharét al., 2011). En Eslovenia se han identificado secueridi@sticas deA.

phagocytophilunen jabalies y humanos (Petroeal.,2003).

Las aves no son reservorios competentesAgnhagocytophiluniDanielset al.,2000),
sin embargo pueden contribuir a su dispersionaaisportar garrapatas infectadas a grandes
distancias. En Suecia se detectaron las mismasrsgas génicas d&. phagocytophiluren las
garrapatasIxodes ricinu} infectadas de aves migratorias, humanos y angma¢enésticos
(Bjoersdorffet al.,2001).

2.3.1.3 Distribucién y Estacionalidad

La distribucion mundial de la infeccién paAr phagocytophilursigue la distribucion de
su vector primaridxodes sp.gstando principalmente dentro del Hemisferio N¢Beiz y
Breitschwerdt, 2011).



En un estudio epidemioldgico realizado en Califayse demostrd que el patron espacial
y temporal de los casos de Anaplasmosis Granwtadiguina coincide con la distribucion de
Ixodes pacificuspero no de otras garrapatas comunmente asoaiadasaballos (Madigan y
Pusterla, 2015).

En el medio oeste y el noreste de Estados Unidas)fermedad en humanos, equinos y
caninos ha sido diagnosticada a inicios de la prameg a principios de verano y en el otofio,
pocos casos se diagnostican en el verano o invieestan asciados a la exposicion a garrapatas
(Diniz y Breitschwerdt, 2011).

2.3.1.4 Factores de riesgo

La falta de control adecuado de las garrapatakfaster de riesgo mas importante para
el desarrollo de Anaplasmosis granulocitica, esfraeinte cuando se asocia con un aumento de

las actividades al aire libre durante la tempordalgarrapatas (Diniz y Breitschwerdt, 2011).

Sin embargo, el potencial zoonoéticoAleaplasma phagocytophiluno solo depende de
la transmisién, habitat, y la densidad de poblaciéhvector y de mamiferos infectados, sino
también de la variacién genética Aleaplasma phagocytophilurya que se ha evidenciado que
cepas que infectan a algunas especies de anintatgsaran enfermedad en otros; por ejemplo,

la cepa de California que infecta a equinos nactafa rumiantes (Stannagtal., 1969).

2.4 PATOGENESIS

2.4.1 Interaccion del Sistema inmune del hospedadon el vector artropodo (garrapata) y el

agente infeccioso (A. phagocytophilum)

La transmisidon de agentes infecciosos por artrépodematdéfagos involucra la
interaccion entre el artropodo, el agente y eksistinmune del hospedador. El objetivo del vector
es obtener sangre como alimento usando mecanisis®, desde la penetracion de la barrera
epidermal del hospedero y la secrecion de molésmalssactivas y anticoagulantes que permiten
el flujo local de sangre y su consumo. Ademas, urey modulacién de la respuesta inmune e

inflamatoria cutanea local dada por potentes méd&cderivadas del artropodo vector, que se



inyectan en el sitio de alimentacion. Esta modalapuede extenderse e influir sobre la respuesta
inmune en el tejido linfoide regional y el sistemeanune sistémico y actuar para prevenir el
rechazo del vector. Esta manipulacion del microamtei dérmico del hospedero por los
artropodos infectados también proporciona una jeerdgalos microorganismos creando un

ambiente 6ptimo para su transmision y el estabiedito de la infeccion (Figura 2) (Day, 2016).

Los agentes infecciosoA.(phagocytophiluintransmitidos por artropodos deben migrar
a través del cuerpo de este, para lo cual delsadirdst respuesta inmune del artrépodo para que
puedan ser transmitidos con éxito a un nuevo hespadjetivo. Las garrapatas tienen un sistema
inmune innato que comprende péptidos antimicrolsiacomo defensinas y microplusina
especifico de garrapata, proteinas de la famili®d,8ekDa, lisozimas, un sistema similar al

complemento y hemocitos fagociticos (Day, 2016).

A. phagocytophilumtiliza una proteina secretada por la garrapdtd)(Para infectar los
hemocitos, lo que le permite moverse desde eltintesnedio a las glandulas salivales en la
hemolinfa. Esta interaccion es probablemente ellteeto de la coevolucion prolongada de los

artrépodos y los microorganismos que portan (Dag6%.

La garrapata necesita un tiempo minimo de aliméng@4 a 48 horas) para transmitir
Anaplasma phagocytophilua hospederos mamiferos susceptibles. Esta baeterapaz de
residir en las glandulas salivales de las garrapdeh génerdxodes spp.por lo tanto, si esta
presente en un estado infeccioso y un numero adecpadria ser transmitida mas rapidamente
(Diniz y Breitschwerdt, 2011).
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Figura 4. Efectos de la saliva de los artrépodos en la giaelalel hospedero. Como parte del
proceso de alimentacion, los artrépodos hematéfaggectan saliva en el microambiente
dérmico del hospedero, la cual interviene en uria de efectos locales (Day, 2016).




2.4.2 Periodo de incubacion:

Una vez quéA. phagocytophiluningresa al hospedero, luego de la mordedura de la
garrapata, se considera un periodo de incubacidradesemanas (Diniz y Breitschwerdt, 2011);
sin embargo, en caballos infectados experimentabmer ha evidenciado un periodo de

incubacion entre 1 a 9 dias (Franeéml.,2005).

2.4.3 Patogenia

La patogénesis d&. phagocytophilunmvolucra, internalizacion, replicacién temprana,
evasion de la respuesta inmune (inhibicion de laptgsis, estimulacion de la autofagia),

replicacion y liberacion (Diniz y Breitschwerdt, 20).

Rikihisa (2011), describié el mecanismo de la oaglion deA. phagocytophilunen las

células, de la siguiente manera:

2.4.3.1 Ciclo de desarrollo intracelular

La microscopia electrénica ha identificado dissnioorfotipos deA. phagocytophilum
dentro de inclusiones en el neutréfilo de ovefdsdatadas (Woldehiwt y Scott, 1982). Los dos
morfotipos de la bacteria pueden ser observadosaniferos y cultivos de células de las
garrapatas; se aprecia una forma grande retic@latieulate core- RC) y una forma pequefia de
centro denso (dense core - DC) que contienen pestoia condensado (Munderlehal.,1999),

y son consideradas etapas normales de desarr@iozghet al.,1999). Ademas la microscopia
electrénica indica que solo la forma DC se une addulas HL-60 (Troese y Carlyon, 2009), pero
ambas formas (DC y RC) se unen a las células darfapata ISE6 (Munderlatt al., 1999).
Troese y Carlyon (2009) reportaron que las bactdd@ internalizadas hacen la transicion a
bacterias RC en las células HL-60 dentro de 12shytas bacterias RC inician la replicacion. A
las 24 horas, se pueden observar grandes cantidadbacterias RC dentro de inclusiones
individuales llamadas “moérulas”, y a las 36 homses,produce la reinfeccion de las células ya
infectadas, con bacterias individuales y vacuotaganiendo bacterias DC y RC dentro de la

misma célula.



La inmunofluorescencia mostroé que solo una pegbefteria (< 1um) correspondiente
a la forma DC se une e ingresa a neutréfilos husmidacsangre periférica (Net al.,2006). Sin
embargo, en las células HL-60 ingresan bacterigagi@s o grandes (< 1um), y la mayoria de
las bacterias grandes, pero no la mayoria de lgsiepas, son rapidamente liberados a
compatimentos positivos de proteina de membraneisaiss a lisosomas 1 (LAMP1), lo que
implica que las diferentes etapas de desarrollcAdg@hagocytophiluntienen propiedades
superficiales o biologicas que les permiten ingreskas células huésped a través de diferentes

receptores y vias de internalizacion (Mtwal.,2006).

2.4.3.2 Receptor de la célula hospedera, sitio nieagla y sefales de internalizacién

A. phagocytophilunes mantenido principalmente en neutréfilos madeiagilantes,
mas que en tejidos periféricos y el tejido hemagéfico; aunque puede infectar progenitores de
la médula 6sea (Bayard-McNeelelyal.,2004) y células endoteliales (Herrenal.,2005).

La habilidad de la bacteria para unirse y entr@sacélulas hospederas susceptibles es
esencial para la infeccion. La tetrasaccharidgldielwis* (sLe) y la PSGL-1 son esenciales para
la union y la infeccion de células HL-60 pAr phagocytophilumla enrada es a través de
endocitosis mediada por caveola (eaial .,2009). La unién de la bacteria a las células HL-60
activa el camino de sefalizacion de PSGL-1 (Goadzhal.,1999). PSGL-1 es el ligando més
estudiado al que la bacteria se adhiere al mengmea a través de la proteina de superficie
principal Msp2. Msp2 es probablemente parte de‘aomplejo adhesina” que implican
oligbmeros Msp2 con otras proteinas de membran& @Ral.,2003). El uso de este puerto de

entrada perite al organismo las vias fagolisos@iRiihisa, 2006).

2.4.3.3 Biogénesis de las inclusiones de Anaplasma

A. phagocytophilumse multiplica estrictamente dentro de inclusiofigadas a la
membrana, las bacterias se dividen y proliferamedigndo las inlcusiones hasta ocupar la mayor
parte del citoplasma de las células infectadascdaacteristicas de las inclusiones son la
membrana y los componentes luminales, son Unices gran parte indeterminados, parecen
evolucionar con el tiempo a medida que progresact de infeccion dé\. phagocytophilum
(Rikihisa, 2011).



El neutréfilo mata microorganismos mediante secae nutrientes vitales o fusionando
los fagosomas que contienen microorganismos con gidsulos que tienen péptidos
antimicrobianos (por ejemplo: defensinas y lisosgimanzimas lisosomales hidroliticas (Cohen,
1994). A. phagocytophilumnterfiere con el trafico de vesiculas para evitar lisosomas, el
compartimiento de inclusion d&. phagocytophilunmo se parece a un endosoma porque este
carece de receptor de transferrina (TfR), asi cdenotras estructuras. (Mat al.,1999). A su
vez, el compartimiento de inclusién también evdafusion con las vesiculas secretoras de
NADPH oxidasa con el fin de inhibir el anion supédo de neutréfilos (Rikihisa, 2006). La
proteina bacterina AnkA aparentemente ingesaceéate interactla con regiones reguladoras
de genes de defensa del hospedero que incluyerd,gpn9componente de NADPH oxidasa
(Garciaet al.,2009).

A. phagocytophilunrequiere colesterol para sobrevivir e infectagndo capaz de
incorporar una cantidad de colesterol del hospedkantro de la membrana (Lin y Rikihisa, 2003).
La expansion de la inclusion durante la infecciégquiere también una fuente de lipidos,
incluyendo el colesterol (Xionet al.,2007).

A.phagocytophilum infecta granulocitos alterando sus poderosas daen
antimicrobianas innatas, reduciendo la motilidadhyacidad fagocitica del neutréfilo (Gamsfu
al., 2005), y reduciendo la adherencia endotelial ysimaigracion de neutréfilos, que hace a los
humanos y animales infectados mas susceptblegeciohes oportunistas. La reduccion de la
adherencia del neutréfilo a las células endotaliplarece ser por la pérdida de los ligandos
PSGL-1 y L-sectin (Chcét al.,2003) promoviendo mayor tiempo de circulacionatedélulas
infectadas (Dumleet al.,2005).

A pesar que el mecanismo de transferencia de et célula a célula no es conocido,
el organismo induce liberacién de interleucina B-8) en humanos infectados, asi como
incremento de la expresion de CXCR2, un receptolLek: que puede conducir a un mayor
reclutamiento de neutrofilos susceptibles paranfeccion por el patdgeno y su posterior

absorcion por garrapatas no infectadas (Akkoyenhl.,2001).



2.4.3.4 Inhibicién de la apoptosis de la célulasspederas

El tiempo de vida media de los neutrofilos circtéasres de 10 a 12 horas, antes de entrar
a los tejidos y de someterse a la muerte a tragda dpoptosis, lo que hace un ambiente no
favorable para los patdgenos. La apoptosis emeépo de muerte celular programada y no solo
se da para remover células dafiadas o las céluayajmo son necesarias, Si no que es un
importante mecanimo celular inmune innato para iem patdgenos. Particularmente los
neutréfilos de sangre periférica sufren el proa#sapoptosis espontanea y aceleran el proceso
en respuesta a a infeccidbn con microorganismos €bBel2004). La infeccion com\.
phagocytophiluminhibe tanto la apoptosis espontanea como la iddude aislados de
neutrofilos de sangre periférica de humanos, Iestd8 o 96 horas, y esto le da suficiente tiempo
a la bacteria para replicarse que toma lugar al@d#e 24 horas luego de la infeccion. @bal.,
2005; Yoshiiest al.,2000).

2.4.3.5 Subversion de la autofagia

La autofagia es un proceso esencial de una célidarieta para secuestrar y digerir
objetos intracelulares indesebales incluyendo eaidsg intracelulares, para proteger el
organismo y es considerado un mecanismo de respin@stine innata (Mitroulist al., 2010).

La autofagia es requerida para la infeccion bateta formacion del autofagosoma favorece la
infeccidn conA. phagocytophiluniMolt y Rikihisa, 2000).

2.4.4 Patogénesis y respuesta inmune

La patogénesis da. phagocytophilunes poco entendida, pero la pequefia cantidad de
bacterias detectadas en la sangre de humanos yalasinsugiere un curso de eventos
inmunopatoldgicos, tales como la estimulacion nelipor citoquinas de los macréfagos del
hospedero y la actividad de fagocitos mononucleaoesspecificos. Cuya evidencia serian los
casos de inflamacién pulmonar grave, dafio alvgolasculitis de las extremidades en ausencia
de organismos bacterianos. La infeccion tambiém@urducir una hiperactividad inflamatoria,
tal como un sindrome de tipo shock séptico, o o ddveolar difuso que conduce al sindrome

de dificultad respiratoria (Day, 2016).



En suero de humanos y perros con Anaplasmosis Igatica se han detectado
anticuerpos antiplaquetas, sugiriendo un mecanismunomediado de la trombocitopenia
(Day, 2016).

In vitro, los neutréfilos infectados co phagocytophilunestimulan la produccion de
Interleucina (IL)-8 y otras citoquinas (proteinflamatoria de macréfagos (MIP) -y MIP-1 ;
y proteina de quimiotaxis de monocitos -1 (MCP(KJgin et al.,2000), expresidn y secrecién
de células T normales, estas citoquinas inhibenelaatopoyesisn vitro e In vivo. IL-8 es
quimiotactico de neutrofilos y linfocitos T, mejola fagocitosis, mejora la actividad celular
respiratoria de los neutrdfilos, y mejora la angiwggsis, mientras que la MIP-§ MIP -1 son
guimiotacticos de monocitos, macrofagos y linfaeifo La produccion de los quimiotacticos de
leucocitos, que también pueden suprimir la hemategis, resultan en la mielosupresion (Day,
2016).

Los mecanismos de como los hospederos pueden slgpemnaunomodulacion celular y
humoral inducida poA. phagocytophiluniha sido ampliamente estudiada; las citoquinas que
implican IFN juegan un papel importante en el control tempramdadrickettsemia. En los
primeros dias de la infeccion, IL-12, IL-18, IL-28,el IFN tipo | producido por células
dendriticas estimulan la produccion de IFNor Linfocitos T (Natural Killer) (Day, 2016). Los
niveles séricos de IFN se elevan tempranamente en la infeccion Aophagocytophilum,
durante un periodo de 8 a 10 dias. La inmunidadoinal tiene un papel importante en el control
de la infeccidn, ya que los anticuerpos se dingadas bacterias durante las fases extracelulares
de la infeccién y dentro de la replicacion de is@ues, aumentando la actividad fagocitaria
(Day, 2016).

2.4.5 Factores requeridos por la garrapata paratfansmision

La garrapata es un vector biolégico domdephagocytophilunse replica y persiste a
través de las mudas y se va transmitiendo tramsaktente (Hodziet al., 1998; Katavologt
al. 1998). Recientes estudios han aportado informasaime el rol de las garrapatas en la
transmision. Uno de ellos es la proteina de laagateal. scapularis salp16, que es inducida
durante la ingurgitacion de la garrapata y es ned@@ara la infeccion cof. phagocytophilum

(Sukumararet al.,2006). Esto se debe a giephagocytophilutmigra normalmente de ratones



infectados conA. phagocytophilumal intestino de garrapatas deficientes de salpa$ la
ingurgitacion, pero hasta el 90% de las bacterigsingresan a la garrapata son incapaces de

infectar exitosamente las glandulas salivalek deapularis(Sukumararet al.,2006)

El intestino medio y las glandulas salivales de dasrapatas desempefian papeles
importantes pero muy diferentes durante la infagaidultiplicacion y transmision de patdégenos
(Mercado-Curiekt al.,2011; Hajdusekt al.,2013). El intestino de garrapatas son probablenent
en tejido mas importante para la supervivenciagya son el sitio inicial de captacion y
replicacion, mientras las glandulas salivales $dumgar final para la replicacion y la transmision
(de la Fuentet al.,2016).

A. phagocytophilurmhibe la apoptosis a ravés de Janus quinasa/treitsds de sefial y
activadores de la via de transcripcion (JAK/STAM ekintestino medio de garrapatas; mientras
que en las glandulas salivales, la apoptosis g#cda mitocondrial es inhibida por la respuesta
celular de la garrapata con la activacion de lgptmis extrinseca. Con el fin de establecer la

infeccidn en estos dos lugares (Ayliénal.,2015).

2.5 SIGNOS CLINICOS

La severidad de la enfermedad dependerd de la ddadariante genética y la

susceptibilidad del hospedero a la infeccidn.
2.5.1 En perros (Anaplasmosis Granulocitica canina)

El periodo de incubacion es de 4 a 14 dias depetdigel estado inmunolégico del
individuo afectado (Diniz y Breitschwerdt, 2011 pBjsdorff, 2016). Se han reportado signos

clinicos casi exclusivamente asociados con enfeathaduda (Diniz y Breitschwerdt, 2011).

La mayoria de perros infectados d@nphagocytophilunmo tienen signos inespecificos
de la enfermedad, pero la fiebre es el signo meémuénte, presente en 61% a 90% de perros
afectados; a su vez, el letargo y anorexia sonitandignos frecuentes, ocurriendo en el 75% de
perros. También pueden observarse signos mas Zada# referentes al sistema musculo

esquelético (cojera), sistema respiratorio (tos)sigtema gastrointestinal (diarrea). Las



manifestaciones sistémicas pueden incluir hemaragiock y falla multiorganica (Bjoersdorff,
2016).

La ausencia de asociaciéon entre el nimero de pexpagstos y el bajo numero de perros
clinicamente enfermos en areas endémicas sugierealgunos perros pueden controlar la
infeccidn sin manifestacién clinica (Day, 2016) lBdanto la Anaplasmosis granulocitica canina
subclinica puede ser un enfermedad autolimitada uen gran numero de perros
inmunocompetentes, pero los perros enfermos dedératados con antibidticos adecuados para

facilitar una resolucion mas rapida (Bjoersdor€f1@).

2.5.2 En caballos (Anaplasmosis Granulocitica eqga)n

Los signos clinicos generales incluyen fiebre, @gpn, inapetencia parcial, leves
petequias, ictericia, ataxia, edema de las extraaeisien su porcidn distal muchas veces asociado
a vasculitis. A su vez, la urticaria extensa puesiar asociada con anaplasmosis equina (Gribble,
1969).

La severidad de los signos clinicos daraplasmosis Granulocitica Equina (EGE) esta
en funcién de la edad de los caballos y la duradéna enfermedad, o que hace dificil

reconocerla en una primera evaluacion del animatéla y Madigan, 2015).

En los caballos adultos (mayores de &pfas signos se desarrollan progresivamente:
fiebre, depresion, anorexia parcial, edema de midigdes, petequias (Meuten y Buergelt, 2014),
ictericia, ataxia y resistencia al movimiento. Adrgcer, los caballos menores de 4 afios
desarrollan signos mas leves, incluyendo una mddefebre, depresion, leve edema de
extremidades. En los caballos menores de 1 aftifieis reconocer la signologia, ya que solo
hay presencia de fiebre que fluctia de 39.4° a°€leBitre el primer y segundo dia de infeccion
(Pusterla y Madigan, 2015) (Figura 5).



Si no reciben tratamiento, los signos cbeiprogresan en el transcurso de los dias y los
caballos no tratados a menudo se recuperan en 1) dias, por ello se considera que la
enfermedad es normalmente autolimitante (Gerhetrdk, 1987, Gribble, 1969).

En caballos infectados naturalmente se descoaoceiiencia de la enfermedad clinica;
sin embargo, parece ser que en areas endémicasfetzion subclinica corAnaplasma
phagocytophilummes comun, es por ello que muchos caballos delsarriilulos de anticuerpos

contra este agente sin haber presentado signososlifMadigan, 1993).

La mortalidad podria darse, pero esta asociadguaa secuandaria a trauma como
consecuencia de la incoordinacion y por infecciénuadaria presumiblemente asociada a

inmunosupresién debido a la infeccion c&haequi(ahoraA phagocytophilum



Figura 5. Manifestaciones clinicas en caballos con Anaplasngranulocitica equinga)
Petequias en la mucosa del septo ndballctericia de la escleréticéc) Edema de la porcion
distal de las extremidade@) Urticaria generalizada: tegumento irregular, esgig@nte en
térax, cuello y extremidades proximales. Adaptagelo(Husterla y Madigan, 2014).



2.5.3 En Humanos (Anaplasmosis Granulocitica humgna

Se puede presentar como una enfermedad febril agedarigen desconocido
caracterizada por fiebre alta (temperatura >393@Jiendo estar acompafiada de dolor de cabeza,
dolor muscular, malestar, resfrio, nauseas, dbldominal, tos, confusion y erupciones cutaneas
(raro en Anaplasmosis). Sin embargo, es imporsatier que pocas personas con la enfermedad
desarrollaran todos los sintomas, y el nimero ybaoacion de estos varian grandemente de
persona a persona. Usualmente los sintomas ocdergno de la primera y segunda semana
después de la picadura de una garrapata infect@@, (2018), a veces puede ser nombrada como

“Influenza de verano” (Franzén, 2008).

Anaplasmosis puede ser fatal si no es tratada actamente, incluso en personas
previamente sanas, los signos clinicos severospuadiuir dificultad respiratoria, hemorragia,
falla renal y problemas neuroldgicos. La tasa tiditiad estimada es menor al 1%, generalmente
asociado a un retraso en el inicio del tratamieptwientes de mayor edad, pacientes con
complicaciones bacterianas oportunistas y/o angerted médicos como diabetes mellitus o
inmunocomprometidas (Dumlet al.,2007). Personas que son tratadas tempranamerderpue
recuperarse rapidamente con medicacion ambulatorémtras quienes experimentan la forma
severa pueden requerir antibidticos endovenososlorgada hospitalizacion o cuidados
intensivos (CDC, 2018).

La picadura de la garrapata no es usualmente dalopwmr ello algunos pacientes que

desarrollan Anaplasmosis no recuerdan haber siddidus por garrapatas (CDC, 2018).

2.6 DIAGNOSTICO

Anaplasmosis granulocitica debe considerarse @emas con enfermedad febril aguda
que vivan en un area geogréfica donde la enfermesladdémica o con historia de viajes a estas
zonas, especialmente durante una época en lagjgar@patas buscan hospederos (primavera,
verano, otofio) (Bjoersdorff, 2016; CDC, 2018).

El diagndstico de Anaplasmosis es inicialmente desa la presentacién clinica, y luego

es confirmada con el uso de pruebas de laboratonfirmatorias (CDC, 2018).



Madigan y Pusterla (2000) refirieron que la confioidn de un diagndstico clinico
provisional de Ehrlichiosis granulocitica equinddea Anaplasmosis granulocitica equina) esta
basado en los signos clinicos, anormalidades hédgatas con leucopenia y trombocitopenia, y
demostracion de cuerpos de inclusion o moérulag.dqui(ahoraA. phagocytophilunen al
menos tres neutréfilos de un frotis de sangre.rAdtivamente, el diagnostico puede ser
cofirmado por la demostracioén de un incrementatitidb de anticuerpo mediante la prueba de
Inmunofluorescencia indirecta (IFl) y la Reaccidnoadena de la polimerasa (PCR), la cual se

considera altamente sensible y especifica.

De acuerdo a Centers for Disease Control and Ptiengf€DC), para definir un caso de

Anaplasmosis granulocitica en personas, tienentvetes diferentes:

Nivel 1. Se considera sospechoso cuando se detddencia de laboratorio de infeccion pasada

0 presente, pero no hay informacion clinica didpleni

Nivel 2. Se considera caso probable o compatild@do hay evidencia clinica conocida (fiebre,
0 uno o0 mas de los siguientes signos conocidos cmoo de cabeza, mialgia, anemia; ademas
de leucopenia, trombocitopenia o cualquier elevaadé la enzima aminotransferasa), con
resultados de laboratorio de apoyo como pruebadégizas que evidencien exposicion o

identificacion de moérulas en neutroéfilos o eosilodfi

Nivel 3. Por ultimo se considera caso confirmaaianclo una infeccion clinicamente compatible
tiene confirmacion de laboratorio basada en evideserologica con un incremento de 4 veces
el titulo de anticuerpos Ig G especificos Ale phagocytophilumo amplificacion de ADN

especifica por PCR, o aislamiento de las rickettsracultivo celular.

Aunque no se ha establecido un protocolo para idefim caso de Anaplasmosis
granulocittica en perros o caballos, se deberzattikriterios similares (Diniz y Breitschwerdt,
2011), con adaptaciones debido al limitado acces@tados de diagnostico y a la variedad de

agentes infecciosos que los afectan.

2.6.1 Diagnéstico Hematolégico

2.6.1.1 Alteraciones citopénicas



Excluyendo la presencia de moérulas, el hallazgolat®ratorio mas util para el

diagndstico es la trombocitopenia leve a moder&dilfle, 1970).

En animales domésticos y humanos, durante y desjgulesbacteremia, la enfermedad
se caracteriza por una leve a severa trombocitaydrucopenia (Aguero-Rosenfetial.,1996;
Rikihisaet al.,2011).

La leucopenia es el resultado de la temprana lenfigpque luego puede estar acompafiada
de neutropenia. La leucopenia puede estar segoidaytocitosis transitoria (Bjoersdorff, 2016).
A suvez, en algunos casos ha sido reportadaalmwederada anemia normocitica normocrémica

no regenerativa (Diniz y Breitschwerdt, 2011).

En equinos han sido reportados trombocitopeniaolgenia asociada a linfopenia y
neutropenia; y anemia (Gribble, 1969, Madigan yb&lg 1987; Franzéat al., 2005, Butleret
al., 2008, Hiltonet al.,2008).

2.6.1.2 Hallazgos en Frotis sanguineo

La evaluacion microscépica de un frotis de sangrdduica o de la capa flogistica (buffy
coat) es una herramienta diagndstica practicatalér que se basa en la deteccion de cuerpos
de inclusion o morulas en el citoplasma de grarntasde individuos infectados, que suelen
evidenciarse durante fase aguda de la enfermedadteremia que cursa con fiebre (Gribble,
1969), y estan tipicamente ausentes en la fas@tdedla infeccion (Woldehiwet, 2010). Sin
embargo, algunas especies como las ovejas y lossgmreden estar infectados persistentemente
y pueden dar resultados positivos para PCR y egideimclusiones en neutrofilos meses después
de la infeccion (Egenvadit al.,2000; Sttueret al.,2001).

Las mérulas son a menudo escasas Y dificiles @detdet por tanto un frotis de sangre
negativo no puede descartar la infeccion (Framté., 2005; Bjoersdorff, 2016), por lo que se

debera recurrir a otros métodos diagndésticos.



La mérula puede ser visualizada en menos del 1&aimiente, hasta 20 a 30% de los
neutrdfilos en los dias 3 a 5 de la infeccion dratas (Madigan y Pusterla, 2000) y méas de una

morula podria encontrarse en una sola célula eflectFranzén, 2008; Uehlingatral.,2011).

Un estudio realizado en humanos describié que En3de 12 (25%) pacientes con
signos clinicos de Anaplasmosis granulocitica hunsandetectaron maérulas en sus neutrofilos y
eosinofilos y la proporcion de granulocitos infelcta fue de 0.3% y 6% (Aglero-Rosenfetd
al., 1996). En perros de areas endémicas un 38% d®l@si con signos clinicos compatibles
tienen morulas dentro de neutréfilos; en estosopeel porcentaje de neutrofilos con mérula de
A. phagocytophiluraaria de 7% a 32% (Diniz y Breitschwerdt, 2011)b@le (1970) refirié que
es posible evidenciar cuerpos de inclusioi dequi(ahoraA. phagocytophilupndurante 10 dias,
infectando hasta el 73% de neutréfilos en cab@@oibble, 1969).

En un estudio hematoldgico realizado en Venezuelaaballos con signos clinicos
compatibles con la enfermedad, llegaron a la cei@ugque si durante la evaluacién del frotis
sanguineo, se evidenciaban monocitos vacuoladogitsofagocitosis se deberia seguir
sospechando de la enfermedad, a pesar de no eeidar@ulas, debido a que una vez iniciado

el tratamiento los animales mostraron mejoria (@aet al.,1992).

El diagndstico de Anaplasmosis granulocitica equmade ser dado mediante la
observacion de cuerpos de inclusién o la morulérdetel citoplasma de granulocitos en el frotis
sanguineo de animales con signologia (Madigan obGi 1987), ya que es el Unico

microorganismo reportado que infecta neutrofil@ogindfilos en este individuo.

Tanto en perros como en humanos, la observacida d&rula en el citoplasma de
granulocitos, no solo sugiere infeccion cdnphagocytophilumdebido a que no es el Unico
microorganismo que infecta estas célulEstlichia ewingiies otro microorganismo que puede
ser encontrado en esta célula y es morfologicamedistinguible deA. phagocytophilumpor

ello es sumamente necesario un segundo métodagieddtico (CDC, 2018).



Para poder visualizar los cuerpos de inclusion cutaé, los frotices debes ser tefiidos

con:
2.6.1.2.1 Tincion Giemsa o Wright:

Son tinciones de tipo Romanowsky (Carratleal., 2009) que estan formadas por un
colorante acido y uno o varios colorantes basiEetas tinciones son usadas para la evaluacién
citolégica de los frotices sanguineos o de capachlgbuffy coat), mediante la utilizacion del

microscopio de inmersion con Luz artificial.

Se pueden visualizar los cuerpos de inclusién ailasrde color azul oscuro (un tono
mas oscuro que el nicleo de la célula), a azutipad manera de manchas irregulares en el
citoplasma (Figura 6). Los autores refieren queskiructuras intracitoplasmaticas compatibles
con cuerpos de inclusion, podrian ser confundidasgcanulaciones téxicas, cuerpos de Dohle,
plaguetas superpuestas o artefactos de la colardd¥@lker, 1999; Harvey, 2012), por ello

existen métodos que podrian complementar el dizignds

2.6.1.2.2 Tincion Naranja de acridina:

Naranja de Acridina es una tincion metacromatickugrescente selectiva del acido
nucleico, que interactia con el ADN y el ARN paotercalacion o atraccion electrostatica

respectivamente (Koneman et al., 1999).

Naranja de acridina cuando esta asociado al AD&sgmta un maximo de excitacién a
502 nmy una emisién a 525 nm (en el verde); cuastibasociado al ARN, la excitacion maxima
deriva a 460 nm (en el azul) y la emision maximé58 nm (en el rojo). Ademas emite
fluorescencia verde cuando se une a ADN bicategdtimrescencia roja cuando se une a ADN

monocatenario o a ARN.

Los frotices tefiidos con la tincion Naranja dedina son observados con el microscopio
de fluorescencia y los corpusculos de inclusiorboutas se ven como estructuras que fluorescen
de color anaranjado en el citoplasma de neutrdfitmgira 5) (Gribble, 1969; Engvait al.,1996;
Franzeéret al.,2009). Tal como lo describe Forbes (2009), quégienre que con esta tincion las
bacterias fluorescen de un color anaranjado brédlanbre un fondo verde fluorescente o sobre

un fondo oscuro (Forbes, 2009).



Esta tincion es recomendada para la detecciomacterias, cuando estas se encuentran
en concentraciones bajas, cuando la tincion de @sadificil de interpretar o se sospecha con
fuerza de la presencia de bacterias pero no setéetd en la microscopia Optica. Si bien esta
tincion puede utilizarse para optimizar la deteccido discrimina entre las bacterias Gram

negativas y Gram positivas (Forbes, 2009).

2.6.1.2.3 Sensibilidad y Especificidad de la prueba

Aunque esta prueba es sencilla de realizar y laaliimacion de la mérula es especifica
para el diagndstico de la enfermedad, es muy Iiaif@or su baja sensibilidad y especificidad.
Esto se debe a que las mérulas estan presentetusaide un corto periodo de tiempo durante la
enfermedad, ademas los reportes de la presenkidedeteria en los neutrofilos es baja (Franzén
et al., 2005). Por tanto podrian darse resultados falsgmtivos si el diagnéstico se basa
Unicamente en la deteccidon de mérulas (Uehliegal.2011); a su vez, la prueba es dependiente

de la fase en la que se toma la muestra.

El falso positivo puede ocurrir en frotices tefiidos tincion Wright, Giemsa o similares
en situaciones en las que se observen granulaciéxiess en neutrofilos, cuerpos de Dohle,
plaquetas superpuestas o artefactos de la colaragiéu vez, depende de la visualizacion y
criterio del observador, es decir a su experiefWalker, 1999; Harvey, 2012). Esto no ocurre

con la tincion Naranja de Acridina, debido a ses@lidad por el acido nucleico.

En Suecia se realizdé un estudio en pacientes (gameiros y caballos) con signos
clinicos compatibles con Ehrlichiosis granulocitighora Anaplasmosis granulocitica), donde
compararon la evaluacion microscopica (visualizaglé cuerpos de inclusion o moérulas en
frtoices de sangre tefiidos con tincion Giemsa yahjarde Acridina), con la serologia (IFI) y una
prueba molecular (PCR), llegando a la conclusi@lguPCR era el método mas confiable para
detectar la enfermedad. Sin embargo, la PCR fupago menos sensible que la evaluacion
microscoépica, debido a que no pudo detectar lamefdad en un caballo y un perro, mientras
que la miscroscopia si evidenciéo mérulas (Engadll., 1996). Ademas, se han reportado casos
en los que la PCR ha tenido problemas con la sédaiben muestras clinicas (Iglstlal.,1994).




Figura 7. Tincion Naranja de Acridina para deteccionAteplasma phagocytophiluen frotis
sanguineo. Granulocito rodeado de eritrocitos. |[Eit@plasma del granulocito es posible ver una
moérula con anaplasmas agrupados (flecha rojagoasd también se evidencian anaplasmas libres
(flecha celeste). Tomada y adaptada de: MarianesdRg(SVA) y Karl-Erick Johansson (SLU y
SVA).

2.6.2 Hallazgos en Bioquimica sanguinea



Los estudios de la evaluacién de la bioquimica @iaieg son escasos, sin embargo,
animales y humanos que padecen Anaplasmosis gcdticdo tienen un incremento de la
actividad de la enzima aminotransferasa que sugieeeleve a amoderada injuria hepética
(Dumler et al., 2007; Bjoersdorff, 2016).

2.6.3 Deteccion molecular

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)rexiamienta diagnéstica mas sensible
y especifica que busca las mérulas circulantesygociona confirmacion confiable de la especie.
Se han descrito varias técnicas de PCR para laadi@ede ADN deA. phagocytophilunde
sangre periférica, capa leucocitaria, médula éaspirados de ganglios linfaticos, aspirados
esplénicos, liquido sinovial, liquido cefalorracqegdd muestras de tejidos. Algunos genes diana
incluyen 16S rRNA, groEL, ankA, msp2, 100 kDa, kB& y Hsp-70 (Bjoersdorff, 2016).

La sangre es la muestra Optima para la prueba Be $i€embargo, la sangre deberia ser
colectada antes de la administracion antibacterianka probabilidad de detectar el ADN

bacteriano disminuye significativamente (CDC, 2018)

La PCR es mas sensible que la miscroscopia dirgatajue la bacteria puede ser
detectada en la circulacion por un periodo de tempas largo en comparacion con la
microscopia, ademas de proporcionarnos un diagedstimprano como lo evidenciado en
caballos infectados experimentalmente con una depaphagocytophilundonde se detecto el
agente 2 a 3 dias antes de la aparicién de logssiginicos hasta 4 a 9 dias después de la
reduccién de estos (Franzénal.,2005).

A pesar de su exactitud, los ensayos de PCR ssjgéios a resultados falsos positivos y
falsos negativos, como es el caso de cualquiertétrica de diagndstico, es por ello que un
resultado negativo no es completamente el diagrgsfi el tratamiento no deberia ser dejado
(CDC, 2018). Ademéas, dependiendo del tipo de ensdilimado y de la concentracion en la
muestra, el ADN de otras alfa-proteobacterias, @ajmeente Anaplasma platys podria

amplificarse y causar falsos positivos (Diniz yiBxehwerdt, 2011).



2.6.4 Deteccion Seroldgica

El diagnostico deA. phagocytophilunpuede depender de pruebas seroldgicas sino se
encuentran mérulas en los neutrdéfilos de la saperiéérica y si no se dispone de un ensayo de
PCR (Pusterla y Madigan, 2014).

Estudios experimentales en perros y caballos hanndentado que la seroconversion de
A. phagocytophilunocurre 2 a 5 dias después de la primera aparitida moérula en sangre
periférica. Después de la infeccion, los titulosdécuerpos contrA. phagocytophilunpueden
tener valores no detectables (negativo) en 7 asgsne pueden permanecer detectables de 9 a 24

meses (Diniz y Breitschwerdt, 2011).

2.6.4.1 ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay)

La prueba ELISA indirecto (SNAP 4Dx Plus, LaboraadDEXX, Westbook, ME) es
utilizada para la deteccion de anticuerpos coAtraplasma phagocytophiluen perros. Esta
técnica utiliza una proteina recombinante msp2/pd4é debe detectar todas las cepas de
Anaplasma phagocytophiluen los Estados Unidos. Debido a que fue desareoltadno una
prueba de deteccion, los resultados positivos siengben estar asociados con signos clinicos y

anomalias de laboratorio.

Los perros serorreactivos clinicamente sanos dele@er controles sanguineos
(hemogramas y perfiles bioquimicos) para detectamalias. Si no se detectan otras anomalias
clinicas o de laboratorio, el tratamiento antilmidétho esta indicado. Se debe tener en cuenta que
el antigeno dé\naplasma platysausante de Anaplasmosis Trombocitica reaccionfardea
cruzada con anticuerpos Ae phagocytophilunPor otro lado, no se ha documentado reaccion
cruzada entre los anticuerpos de Anaplasma o Blalen perros, por tanto se puede utilizar para

distinguir infecciones con estos géneros (DinizgiBchwerdt, 2011).

2.6.4.2 Inmunofluorescencia

El Gold Estdndar es la prueba de Inmunofluoresaenedirecta (IFI) para la

inmunoglobulina G (IgG) usando el antigefhgphagocytophilumel cual es diagnostico cuando



el incremento del titulo de anticuerpos es supermratro veces el titulo en fase aguda. Para ello
las muestras deben ser tomadas en dos momentastalla fase aguda y en la fase tardia con 2

a 4 semanas de diferencia para poder demostreistarecia de seroconversion (CDC, 2018).

Cuando un individuo desarrolla anaplasmosis, dems@ inmune produce anticuerpos
contraA. phagocytophilugncon titulos de anticuerpos detectables usualntdrgervados por 7 a
10 dias después del inicio de la enfermedad. Rtw,tan test negativo durante la primera semana

de enfermedad no descarta Anaplasmosis (CDC, 2018).

Los individuos mayores son mas propensos a teyseitados seropositivos que los
individuos mas jévenes debido a la mayor oportuhkexposicion a lo largo del tiempo (Diniz
y Breitschwerdt, 2011).

Los ensayos de IFI para la inmunoglobulina M (Ighdmbién pueden ser ofrecidos por
laboratorios de referencia, sin embargo, no sorsatamente indicadores de infeccién aguda y

pueden ser menos especificos que los anticuer@gIBC, 2018).

En un estudio experimental, los caballos serocteran 12 a 16 dias después de la
inoculacion, alcanzando los titulos maximos dewleo3 a 7 dias desde que se identifico la
seropositividad (Franzéet al.,2005).

2.6.5 Cultivo celular

El cultivo de asilamiento dé\. phagocytophilumsolamente estd disponible en

laboratorios especializados (CDC, 2018).

2.7 DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

Debera condierarse al resto de enfermedades febiilen signos clinicos similares como
Babesiosis/Piroplasmosis causados Borburgdorferi, B. caballi, Theileria equiasi como

Anemia infecciosa equina causado por el virus éegaminfecciosa equina, Arteritis viral equina



cuyo agente es el virus de la arteritis equina,etatitis equina, Herpervirus equino y

Leptospirosis (Butleet al.,2008).

2.8 TRATAMIENTO

Los derivados de Tetraciclinas son exclusivamestemendados para el tratamiento de

A. phagocytophiluniDiniz y Breitschwerdt, 2011).

En caballos ha sido efectivo el tratamiento contetedciclina a 7mg/kg de peso,
administrado por via endovenosa, por 5 a 7 diasaualerar la recuperacién y aliviar los signos
clinicos (Madigan y Gribble 1987). Se observa umata mejoria clinica, incremento de apetito
y disminucion de fiebre dentro de las 12 horasa 8ebre no cesa dentro de las 24 horas indica
estrictamente otra causa de enfermedad. En raaamaes, los caballos tratados durante menos

de 7 dias recaen dentro de los siguientes 30 dimsstefla y Madigan, 2014).

Cuando no se da tratamiento, la enfermedad puedaisdimitada en 2 a 3 semanas, si
no hay enfermedad concurrente, sin embargo lageed# peso, el edema y ataxia aumentan la
gravedad y duracion. En los caballos tratadodaldapersiste durante 2 a 3 dias, y el edema de
la extremidad puede persistir durante varios dias.cuerpos de inclusion generalmente son
dificiles de encontrar después del primer diaatanniento y ya no estan presentes dentro de 48
a 72 horas. Se recomiendan medidas de apoyo ensmg&ros, incluyendo la terapia con fluidos
y electrolitos, confinamiento en los casos de dabakveramente ataxicos para prevenir lesiones
secundarias. El pronostico de Anaplasmosis equinaueno en los casos no complicados, en

contraste con algunos de los diagnésticos difeatex{Pusterla y Madigan, 2014).

En perros, el tratamiento con Doxiciclina (5 — 16/kg via oral cada 24 horas por 10 a
21 dias) parece ser el mas efectivo. En los angm@kenes, la doxiciclina todavia es considerada
la droga de primera eleccidn, ya que la hipopldeadecoloracion se consideran bajas cuando
se equilibran contra el riesgo de infeccion gr&realgunos casos se recomienda el tratamiento
con doxiciclina por 4 semanas, cuando se consglexrpuede existir infeccion concomitante con
Borrelia burgdorferi, debido a que el mismo vector transmite ambas bastéBjoersdorff,
2016).



En Humanos, la primera linea de tratamiento pdrasny adultos de todas las edades es
doxiciclina (CDC, 2018).

Adultos: 100 mg cada 12 horas
Nifios menores de 45 kg (100 libras): 2,2 mg / kpeto corporal administrado dos veces

al dia

Los pacientes deben ser tratados durante al merdias3después de que la fiebre
disminuye y hasta que haya evidencia de mejoméaliLa duracién estandar del tratamiento es
de 7 a 14 dias. Algunos pacientes pueden seguariexntando dolor de cabeza, debilidad y

malestar durante semanas después de un trataragetoado (CDC, 2018).



lll. MATERIALES Y METODOS

3.1 LUGAR Y EPOCA DE EJECUCION DEL ESTUDIO

El estudio se realiz6 en la Provincia de Chiclaye gertenece al departamento de
Lambayeque (Peru), la cual estd ubicada a 27 marmasta norte del Perl. Sus coordenadas
geogréficas estan entre los 06°43'34" de latitugt 0°46'49 de longitud oeste, presenta un clima

subtropical con temperatura promedio de 18 a 323€yipitacion de 40 mm (INIA, 2017).

Se colectaron muestras de sangre de caballos peotes de 4 Haras (Policia Montada

de Chiclayo y de 3 haras locales privados) durelmees de Marzo del afio 2015.

El estudio tuvo tres etapas: la Primera etapa Haamta se llevo a cabo en el Centro
Veterinario “Mas que patas” ubicado en la ciudacCti&layo; la Segunda etapa se realizd en el
Laboratorio de Patologia Clinica Veterinaria d&-MV — UNMSM vy la tercera etapa, en el
Laboratorio de Epidemiologia y Economia Veterindgaa FMV — UNMSM, ambos ubicados
en Lima Metropolitana. Las cuales se realizaroredns meses de Marzo del 2015 y Agosto del
2017.

3.2 MATERIALES
3.2.1. Animales

Para el presente estudio se trabajé con un tothD@deaballos, provenientes de 4 haras:
46 animales de la Policia Montada de Chiclayo pi&ifales de tres haras locales privados (con

31, 19 y 4 individuos cada uno). Para el muesteecossidero la totalidad de animales de cada



establecimiento, sin distincion de sexo, edad a;mainguno manifestd signos de enfermedad el
dia de la toma de muestra (aparentemente sanoEnign antecedentes de exposicion a
garrapatas.

3.2.2. Materiales y equipos
3.2.2.1 Materiales para la toma de muestra y almzamiento

Tubos de muestra con anticoagulante (EDTA).
Agujas 18 x 1 ¥

Guantes de latex

Algodon

Alcohol 70°

Gradillas para tubos

Geles refrigerantes

Cooler

3.2.2.2 Materiales para Hematologia
a. Materiales de vidrio

Pipeta de Thoma para globulos blancos
Pipetas de Thoma para glébulos rojos
Pipeta de Sahli

Céamaras de Neubauer

Microcapilares sin anticoagulante
Laminas portaobjetos

Tubos de ensayo

b. Reactivos

Tincion Wright
Tincion Naranja de acridina
Solucion Buffer (agua destilada)

Metanol



Reactivo de Drabkin para determinacion de Hemogkbi
Dilutor de globulos rojos (Cloruro de sodio al G/85

Dilutor de globulos blancos (Acido clorhidrico &)
c. Equipos

Microscopio de inmersion con Luz artificial “Lei€dM 500”
Cémara de Microscopio “Leica ICC 50”

Microscopio de fluorescencia “ ZEISS Axioskop 40"
Microcentrifuga para microcapilares

Fotometro 4010 Manheim Boehringer
d. Otros

Mechero de Alcohol

Pipeta de 1000l

Aceite de inmersion

Manguerillas de goma

Cronometro

Contador celular (Diferenciador celular)

Secadora

Sistema descartable de para eliminacion de mategatopunzante (agujas) o
contaminado.

Ficha de trabajo

3.3 METODOS
3.3.1 Datos de los animales en estudio

Se disefi6 una ficha de trabajo en la que se cobectas datos de cada animal, tales como:
procedencia, identificacion, sexo, edad, razatgamientes de exposicion a garrapatas. Se les

asigno un cbdigo para su ingreso al estudio
3.3.2 Toma de muestra

Se colecté 3 ml de sangre a partir de la vena wungxterna (sistema de coleccién por
goteo para evitar hemolisis de las muestras), glirgpreviamente se desinfecto (alcohol 70°) la

zona de venopuncion, se utilizaron agujas de ell3 x 1 1/2 mm., tubos comerciales con



EDTA con capacidad para 3ml los cuales fueron ading con el cédigo asignado. Los operarios
utilizaron guantes de proteccion. Las muestrafubomogenizadas inmediatamente luego de

su extraccion para evitar la formacion de coagulos.

3.3.3 Evaluacion hematoldgica

La evaluacion hematologica que consiste en la mé@tacion de los valores de las
variables hematolégicas de la Serie eritrociticam@tocrito, hemoglobina, recuento total de
glébulos rojos), de la Serie leucaocitica (recudotal de leucocitos, recuento diferencial relativo
y absoluto), y de la Serie trombocitica (recuentaltde plaquetas), ademas de la revision del
frotis sanguineo para deteccion de anormalidadéss morfologia de las células, asi como para

la busqueda de agentes patégenos (Uehlitgar, 2011).

Los procedimientos fueron realizados deacuerdo astablecido en el Manual de

patologia clinica en veterinaria (Benjamin, 1991).

3.3.3.1 Determinaciéon del Hematocrito (%)

Se homogeniz6 la muestra con movimiendbatarios durante unos segundos, luego se
llené el microcapilar (sin anticoagulante) haskattes cuartas partes del mismo y se procedio a
sellar el extremo libre con ayuda del mechero dehall, para luego colocar el microcapilar en la
microcentrifuga por 5 minutos a 15, 000 rpm. Fireadte se retiré el microcapilar y se determiné

el porcentaje hematocrito expresado en porcergajegsa escala de referencia para hematocritos.

3.3.3.2 Recuento de Globulos rojos (40)

Se homogeniz6 la muestra con movimientos rotatahimante unos segundos, luego se
llend la pipeta de Thoma para globulos rojos hagiaon la muestra de sangre y se continuo el
llenado con el dilutor para glébulos rojos (Na@3%%) hasta la marca 101 pl (pasando por el
bulbo) y se coloc6 en posicién horizontal paradtéy al agitador de pipetas por 40 segundos
aproximadamente. Una vez homogenizado, se elimiad 3otas de la mezcla y se cargd por
capilaridad uno de los lados de camara de Neubs@ersper6 1 minuto para que los glébulos
rojos puedan observarse con claridad a objetivd@eX. Finalmente se contabilizaron los
glébulos rojos que se encuentran en los 4 extrgmadentro de los cuadrantes de conteo y la

suma de estos se multiplico por 10 000, dando suiteelo: Numero de eritrocitos / pl de sangre.



3.3.3.3 Recuento de Globulos blancos (¥L0)

Se homogenizo la muestra con movimiento rotatalisante unos segundos, se llend la
pipeta de Thoma para glébulos blancos hasta 0.&aauestra de sangre y se continuo el llenado
de la pipeta con el dilutor para glébulos bland#€1(1%) hasta la marca 11ul (pasando por el
bulbo) y se coloco6 en posicidn horizontal paraditey al agitador de pipetas por 40 segundos
aproximadamente. Una vez homogenizado, se elimiad 3jotas de la mezcla y se cargd por
capilaridad uno de los lados de camara de Neubseiesperd 2 minutos para que los glébulos
blancos sedimenten y puedan observarse con clartadbjetivo de 40 X. Se contabilizaron los
4 cuadrantes correspondientes y el total se mighijplor 50 para tener un resultado: Numero de

gloébulos blancos / pl de sangre.

Para ambos recuentos, la técnica de recuento emr@@® Neubauer se indica con detalle

en el Manual de Patologia Clinica de Benjamin (1991

3.3.3.4 Determinacién de Hemoglobina (g/dL)

La determinacibn de hemoglobina se realizO6 mediapte método de la
Cianometahemoglobina. Este se fundamenta en laadgiul de la carboxihemoglobina y la
oxihemoglobina por medio del ferricianuro de pagadista solucibn mediante diferentes
reacciones quimicas transforma estos pigmentos i@anoroetahemolgobina, la cual es

cuantificable por medio de la colorimetria.

El procedimiento se inicié con el llenado de 5nall. itactivo de Drabkin en un tubo de
ensayo Yy luego se homogenizo6 con 20 pl de la mrauestdido en la pipeta de Sahli. Esta mezcla
se dejo reaccionar por 10 minutos, posterior asesttetermino la densidad 6ptica de la solucion
en un fotbmetro a una longitud de onda de 546 awtpf 37 y utilizando la opciéon CF (con
factor). El fotdmetro fue llevado a 0 con 1 mlRieactivo de Drabkin, y posteriormente se realizo

la lectura con 1 ml. de la muestra, pulsando does/ta tecla de resultado, expresandolo en g/dl.

3.3.3.5 Preparacion de frotis sanguineo



Luego de la toma de muestra se realizaron 2 fo8emguineos bajo la técnica “porta

sobre porta” por cada muestra de sangre, los clugdem secados y rotulados para su evaluacion.

3.3.3.6 Recuento diferencial

Uno de los frotices fue tefiido con colorante Wridtdra lo cual se cubrio la lamina con
el colorante, luego de cinco minutos se agregafoa 12 gotas de buffer (agua destilada) y se
homogenizé soplando suavemente con ayuda de unguevdla de goma. Se dejo reposar 6

minutos y se realiz6 el lavado de la lamina coraamdiscrecion y se dejo secar.

La lamina fue llevada al Microscopio de inmersi@m d.uz artificial para su analisis.
Primero se observé con el objetivo de 10X, paralasetistribucion de las células permitiendo
escoger la mejor zona para la lectura de frotiguiseamente se colocé una gota de aceite de
inmersion y se observo con objetivo de 100X. Leazaeleccion para la realizacion del recuento
diferencial fue la monocapa (zona localizada eatreuerpo y la cola del frotis) ya que nos
permite tener una mejor visualizacion de la modtdocelular, se inici6 la diferenciacion

utilizando el método de lguardia griega

El objetivo es llegar a diferenciar 100 células ebrrontador (diferenciador) para asi
obtener lo valores porcentuales de cada linedacejuseguidamente calcular los valores

absolutos de cada una (X4.0).

3.3.3.7 Recuento de plaquetas

De igual manera, se evalué la zona de la monoaaje lémina, se colocé una gota de
aceite de inmersion y se observo con objetivo deX168e conto la cantidad de plaquetas en 10
campos de la monocapa y luego se obtuvo un promediaal se multiplicé por el factor 15000,

obteniendo un resultado: Namero de plaquetas/ ghdgre.



3.3.3.8 Evaluacion de cuerpos de inclusién (Cl) drmlas compatibles con Anaplasma

phagocytophilum utilizando la tincién Wright

Se analizé la misma lamina tefiida con tincion Wighra lo cual se colocé una gota de
aceite de inmersion y se observo con objetivo deXJtara determinar el porcentaje de células
circulantes con Cl o morulas y el nUmero prome@ic€tio morula/célula. Este procedimiento se
realizé identificando al menos 200 células (engetrofilos y eosindfilos) (Franzéet al.,2009)

y se repiti6 10 veces por cada frotis de sangrélisgueda de corpusculos de inclusién o moérulas

se realizé tanto en la monocapa como en la cola.

3.3.3.9 Evaluacion de cuerpos de inclusion (Ciindrulas compatibles con Anaplasma

phagocytophilum utilizando la tincion Naranja de Adina

Al inicio, la tincidbn Naranja de Acridina se ibauslizar solo para tefiir los frotices
pareados de las muestras que tenian estructuraatibles con Cl o mérulas intracitoplasmaticas
con la tincién Wright; es decir, como una tinci@aconfirmar que las estructuras visualizadas
si contenian material genético y no eran granutesia artefactos, entre otros. Sin embargo, al

final se tifieron el total de laminas pareadas pahibilidad de la tincion.

El frotis sanguineo fue fijado con metanol, lusgocubrié la Idmina con el colorante
Naranja de Acridinay se dejo actuar durante 2 tos)se lavd con agua corriente, se dejo escurrir
y secar al aire (Forbes, 2009). Por ultimo, lashasmfueron examinadas en la monocapa y cola,
este procedimiento se realizé identificando al 2@ células (entre neutrdéfilos y eosinéfilos)
(Franzénet al.,2009) y se repitid 10 veces por cada frotis de reangara lo que se utilizé el
Microscopio de Fluorescencia con los objetivos @& ¢ 100x a una longitud de onda de

excitacion de 450 — 490 nm y de emision de 515 nm.



IV. RESULTADOS

El Cuadro 1, muestra la cantidad (09/100) y poajen9%) de animales con evidencia
de estructuras compatibles con cuerpos de inclusitidrulas deAnaplasma phagocytophilum
en el citoplasma de neutréfilos, en frotices degsaperiférica tefiidos con Wright y Naranja de

acridina.

En el presente estudio, no se pueden denominaiabegmositivos como tal, debido a
que la literatura refiere que la evidencia de l&rua” es diagnostica cuando se visualiza en
pacientes que cursan la enfermedad clinica; y rageghimales estuvieron aparentemente sanos.
Sin embargo, por razones practicas denominarépaositivos” a aquellos que presentaron
estructuras compatibles con cuerpos de inclusigolas deAnaplasma phagocytophiluen
el citoplasma de neutrdfilos. Siendd@sitivos” con la tincion Wright y 6positivos” con la

tincion Naranja de acridina.

Wright, es una tincién usada de manera rutinaaia fa visualizacion de frotices y
bldsqueda de cuerpos de inclusion o mérulas, siaeyolalgunas estructuras visualizadas pueden
ser confundidas con cuerpos de Déhle, granulacidxésas o artefactos (Walker, 1999). Por el
contrario, Naranja de acridina es una tincion $etedel acido nucleico, por tanto las estrucutras
tefiidas son exclusivamente ADN o ARN, diferencié&esden el color de la fluorescencia emitida,
por ello se considero utilizarla como una tinci@mplementaria y “tamiz”. Sin embargo, es
importante mencionar que algunas estructuras vzsuias con la tincion Wright y que fueron
negativas con Naranja de acridina tenian caratitagsque nos hacian sospechar fuertemente
que se trataran de cuerpos de inclusion, por alocbnsideramos en el grupo de animales

“positivos”.

El Cuadro 2, muestra las variables hematolégicaduadas, asi como la media,

desviacion estandar, rango y los valores referkyscde los 9 animalépositivos”.

La media de las variables hematoldgicas de la &gitiocitica tales como hematocrito

(%), hemoglobina (g/dL) y recuento total de eritme (x1(/ L) se encontraron dentro y



bordeando los valores referenciales para equinossde razas y que habitan en condiciones

climéticas similares (Collao, 2011; Dietal.,2012).

Con respecto a la serie Leucocitica, la media oleleo total de leucocitos se encontrd
por encima de los valores referenciales (>8.1%xl)) sin embargo encontramos valores
individuales por debajo del promedio, lo que indjce hay animales con leucopenia (6 60D/

y otros con leucocitosis leve (16, 900 (Jerez y Rudolph, 1979; Diatal, 2012).

La media del conteo de linfocitos se encontro aeadrlos limites establecidos (3 520 a
4 950/ul), sin embargo el rango de valores fue amplio encontrando animales con moderada
linfopenia (1 800/pl ) y linfocitosis (8 100/ul).

En cuanto a la serie trombocitica, la media detemmle plaquetas (183 000/ul) se
encuentra dentro de los valores referenciales @083 270 000/ ul), sin embargo la desviacion
estandar es alta lo cual refleja la dispersiorodadhtos, es por ello que el rango de conteos va

desde 132 000/ul a 276 000/ul, evidenciando ansrale trombocitopenia y trombocitocis leve.

El Cuadro 3, muestra la distribucién de los anisiglesitivos” segun la presencia o no
de trombocitopenia, asi como la media del conteplaguetas en cada grupo, debido a que la
trombocitopenia es la alteracion hematolégica no@isin reportada. En el estudio, solo el 56%
de animale$positivos” presentd trombocitopenia leve y el 44% tuvo péags en cantidades

normales.

El Cuadro 4, muestra la distribucion de los anisdpositivos”, segun edad. Los
animales se distribuyeron en 3 grupos: < lafd, de4 afios, y de > 4 afos, debido a que la
severidad de la presentacion de la enfermedad,rékiénciada por la edad de los animales
(Pusterla y Madigan, 2015).

El Cuadro 5, muestra la distribucion del total dareles erfpositivos”, sospechosos y

negativos. Denominandpositivos” (9/100) a aquellos que evidenciaron estructurageatibles



con cuerpos de inclusion o morulasAlghagocytophiluren el citoplasma de neutrdéfilos (9%);
sospechosos (48/100), a los animales que cursarotr@mbocitopenia pero no evidenciaron
estructuras compatibles con cuerpos de inclusinéaulas deA.phagcytophilum(48%); y

negativos (43/100), a aquellos sin evidencia deisnanes, ni citopenias (43%).

Cuadro 1. Deteccion hematologica denaplasma phagocytophiluen caballos aparentemente
sanos y con antecedentes de exposicion a garragati@sprovincia de Chiclayo (Departamento
de Lambayeque, Peru), 2015.



NUmero de Porcentaje
animales (%)
“ Positivo” 9 9
TOTAL 100 100

Cuadro 2. Evaluacion de las variables hematologicas deb@lls “positivos” sanos y con

antecedentes de exposicion a garrapatas, de lanpewle Chiclayo (Departamento de

Lambayeque, Perua), 2015.

40.0

Variable Media Desviacion Rango Valores
estandar referenciales
Serie Eritrocitos 8.6 0.4 8.00 — 8.3-9.7
Eritrocitica (x10°/ul) 9.33
Hemoglobina 12.2 1.1 10.4-13.71 12.3-13.9
(grdl)
Hematocrito (%) 35.0 35 30.0- | 35.7-40.7




Serie Leucocitos 10.9 34 6.6 —16.9] 8.94—-9.46
Leucocitica | (x10%pl)
Neutrofilos (%) 59.0 9.7 44.0 - 30-75
77.0
Valores Linfocitos (%) 39.0 9.8 21.0 - 25 - 60
relativos 49.0
Monocitos (%) 0 0.7 0-2 1-&
Eosindfilos (%) 1.0 1.1 0-3 1-10
Basofilos (%) 0 0.5 0-1 0-3F
Neutrdfilos 6.40 19 4.0-99 4.¥8 4.52
(X10%pl)
Linfocitos 4.30 1.9 1.8-59| 3.5Z2-495
(x1C%/ul)
Valores | Monocitos 0.03 0.1 0-0.2 0-0%2
absolutos | (x10%pl)
Eosindfilos 0.1 0.1 0-0.3 0-0.2
(x10%/ul)
Basdfilos 0.03 0.05 0-0.1 0
(x10%/ul)
Serie Plaquetas 183 56.3 132 -276| 183*-27C¢
Trombocitica | (x10%/ul)

a: Valores de referencia segun Déaal. (2012).

b: Valores de referencia segun Collao (2011).

c: Valores de referencia segun Jerez y Rudolph9)197

Cuadro 3. Distribucion de animale$positivos” segln presencia o no de trombocitopenia en
caballos aparentemente sanos y con antecedenéegatgicion a garrapatas, de la provincia de

Chiclayo (Departamento de Lambayeque, Peru), 2015.

animales

“Positivos”
Con trombocitopenig Sin trombocitopenia Total
(<183 x16/ul) (>183 x16/ul)
Cantidad de 6 3 9




Porcentaje 56% 44% 100%

Media de conteo
de plaquetas 148 252
(x10%/ul)

Cuadro 4. Distribucion de animale$ositivos” segun la edad, en caballos aparentemente sanos
y con antecedentes de exposicién a garrapatas, pi@vincia de Chiclayo (Departamento de
Lambayeque, Peru), 2015.

“Positivos”
Edad <1 afio 1 a4 afios| >4afios Total
Cantidad de
animales 1 4 4 9
Porcentaje 10% 45% 45% 100%

Cuadro 5. Cantidad y porcentaje de animalgmsitivos”, sospechosos y negativos, tras la
eevaluacion hematolégica para la detecciorAdaplasma phagocytophilurde 100 caballos
aparentemente sanos y con antecedentes de expasigairapatas, de la provincia de Chiclayo
(Departamento de Lambayeque, Per(), 2015.



Numero de Porcentaje
animales (%)
“Positivo” 9 9
Sospechoso 48 48
Negativo 43 43
TOTAL 100 100




V. DISCUSION

La evaluaciébn hematolégica para la deteccionAdaplasma phagocytophiluran
caballos, evidencié 9% de animales con estructooagpatibles con cuerpos de inclusién o

mérulas deAnaplasma phagocytophiluem el citoplasma de neutréfilos.

Las estructuras visualizadas con la tincion Wright, fueron moérulas; pero se
evidenciaron estructuras similares a las encordrgpaa Arraga et al. (1992) en un estudio
realizado en caballos sanos y enfermos, a los ep@nwiné cuerpos elementales o iniciales. Algo
similar reoporté Gribble (1969) quién observo isahmes individuales a las que denominé
“inclusiones tempranas pequefias”. Estas estructpoakian corresponder a la fase de
internalizacion de la bacteria (Troese y CarlydQ9® antes que se de la replicacién (Troese y
Carlyon, 2009). A diferencia de las estructurasriéscentes visualizadas con la tincidn naranja
de acridina, las cuales corresponderian a moéruddédo a su forma y distribucion en el

citoplasma de neutrdfilos.

Cabe mencionar que los animales evaluados se ealbantaparentemente sanos el dia
de la toma de muestra, esto coincide con lo refepiol Castellanos (2010) quien reporto el
hallazgo de estructuras compatibles éaoraplasma phagocytophyluem el frotis sanguineo en

32.9% de caballos asintomaticos provenientes déatos del estado Apure, Venezuela.

La evaluacién hematolégica de los cabalfmssitivos” mostraron leve leucocitosis que
estuvo relacionada a un aumento en el valor alisditheutrdfilos, lo cual podria darse como
respuesta al estrés durante la toma de muest¢itusis fisioldgica) y en algunos casos a una
elevacion del valor absluto de eosindfilos. Laimaffia podria deberse a que la mayoria de
animales en estudio fueron adultos, en los cudlpsreentaje de eosinofilos suele ser mayor,

como lo reporté Diaet al.(2012). Sin embargo, debemos considerar posillesiposis por las



condiciones de campo (Harvey, 2012). A su vez,endgron moderada linfopenia en algunos y
linfocitosis en otros. Franzén et al. (2005), @aliun estudio con caballos infectados
experimentalmente, donde observo transitoria leermi@p debido a la neutropenia y una marcada
linfopenia durante el estadio febril de la infecgi@ su vez, observd una marcada trombocitopenia
en todos los caballos, la cual persisti6 mayor pemue la fase leucopénica. Estos hallazgos
concuerdan con lo afrmado por Pusterla et al. (R@fiien refiere que las alteraciones
hematoldgicas en caballos infectados éorphagocytophilunincluyen anemia, leucopenia, y

trombocitopenia.

Si bien la principal alteracion hematoldgica dfaccién corA. phagocytophilunes la
trombocitopenia (Gribble, 1969; Pusteda al., 2000), en el presente estudio el 56% de los
animales‘positivos” presentaron trombocitopenia (5/9) y el 44% fuarortrombocitopénicos
(4/9), esto ultimo difiere con los estudios expenmtales realizados por Gribble (1969) y Franzén
(2005; 2009) quienes evidenciaron trombocitopearasodos los animales infectados. No hay
reportes de alteraciones en el conteo de plageetamimales infectados asintomaticos; sin
embargo, Franzén et al. (2008) demostré la pensistele la bacteria en la sangre hasta por 3
meses después la recuperacion clinica de cabaléztados experimentalmente, en los cuéles no
se evidenciaron alteraciones hematologicas; petwatteria fue detectada mediante PCR de

sangre periférica.

Bjoersdorff (2016) refiere que un frotis de sangepativo no puede descartar la
infeccidén, por ello aquellos animales trombocitapés que no evidenciaron estructuras
compatibles co\naplasma phagocytophilufoeron considerados sospechosos, esto se debe a
que la posibilidad de encontrar neutrofilos conuta® deAnaplasma pahgocytophilues baja,
pudiendo ser de 1 a 3% los primeros dias com@lart@ por Pusterlat al.(2000), y llegar hasta
un 20% a 50% de presencia pocos dias después @vrate, 2012).

En los animale¥ositivos” (9/100), se evidenciaron estructuras compatilbasaerpos
de inclusion o moérulas en un rango de 0.5 a 3%edérdfilos (es decir, de 1 a 6 por cada 200
neutréfilos), lo cual se encuentra dentro de lonzmo por otros autores en animales que cursan
la enfermedad clinica. En un estudio experimefRtanzén et al. (2005) encontré un 0.5 a 16%
de neutrdfilos infectados; y Madigan y Pusterla0@Qefirieron que el porcentaje de neutroéfilos

con inclusiones varia en todo momento y entre tahatncontrandolos en menos de 1% hasta



20 a 30% de neutrdfilos. Gribble (1969), evideralipporcentaje mas alto de infeccion, siendo

73% utilizando las tinciones Giemsa y Naranja delax.

La presencia de cuerpos de inclusién o mérulagramulocitos esta asociada a la fase
aguda o bacteremia que suele cursar con fieboeialapuede durar entre 1 o 2 dias (Pusterla y
Madigan, 2015) o alrededor de 7 dias, pero pueadsrse por peridodos largos (Tuomi, 1967).
Es posible la recurrencia de bacteremia, la cugdi@yerdurar por unos pocos dias (Tuomi, 1967,

Gribble, 1969) y puede presentarse 2 a 4 semaspsékede la primera presentacién febril.

Debido a que los animales en este estudio se gaommaparentemente sanos el dia de la
toma de muestra, es evidente que no cursabandaatpgda de la enfermedad, sin embargo
evidenciaron cuerpos de inclusion o moérulas, Id mdica tres posibilidades. La primera, que
dias anteriores al muestreo los animales hayamdurson picos de fiebre por peridodos muy
cortos que no pudieron ser percibidos por los origg] y el muestreo haya sido realizado durante
el comienzo de la aparicion de inclusiones comefioié Franzén et al. (2005) quién evidencio
cuerpos de inclusién 2.6 dias después del inicioglsignos clinicos (rango de 1 a 5 dias +/- 1.5
dias), y persistieron por 7.6 dias (rango de 6 did§) es por ello que el nimero de neutrdfilos
infectados fue bajo. Abriendo la posibilidad de wasiante genética da. phagocytophilum
(Foggie, 1951) que genere signos clinicos muyesutl una infeccion subclinica. La segunda,
que haya un mecanismo de adaptacion de los cabellaszona con el agente, como lo ocurrido
en areas endémicas, donde la infeccidn subclioicé cphagocytophilunes coman, es por ello
que muchos caballos desarrollan titulos de anfimsecontra este agente sin haber presentado
signos clinicos (Madigan, 1993). Y la tercera piiddd es que ocurra algo parecido a lo
evidenciado en ovejas con infeccion persistentgduge su recuperacion tras la enfermedad
clinica, las cuales no manifiestan signos clinpe® hay evidencia de la bacteria mediante PCR

y presentan cuerpos de inclusion en neutrofilosashgre periférica (Stueat al.,2001).

Se han realizado estudios experimentales dondes todocaballos presentaron signos
clinicos caracteristicos de la enfermedad, sin egabdueron inoculados con altas dosis de
neutrdfilos infectados (Franzén al., 2005, 2009), siendo probablemente una dosis maytar,
comparamos con infecciones naturales. Ademas niosaes utilizados en los estudios, fueron
mayores de 4 afios, en los cuales los signos dision mas severos, y se utilizaron variantes
genéticas dé\. phagocytophilunprovenientes de un caso clinico (Franeéal., 2005). Quiza

esa sea la razon por la que en esos estudios rerdrulanimales con enfermedad subclinica, si



no que todos manifestaron los signos clinicos taniaticos y presentaron las alteraciones
hematoldgicas clasicas. Cabe mencionar que largeesén clinica y el curso de la enfermedad
depende de la cepa bacteriana, asi como la susitgatl y el estado inmune del hospedero
(Foggie, 1951).

Los animale$positivos” (9/100) se distribuyeron en tres grupos etariqeerienecio al
grupo < 1 afio de edad, 4 pertenecieron al gru@olda 4 afios y 4, al grupo de animales > de 4
afios, con el fin de hacer una comparacién de lasaalones debido a que el curso de la
enfermedad es dependiente de la edad. El 88% uahauasi (8/9) con evidencia de corpusculos de
inclusion fueron animales mayores de 3 afios, simaego no podemos llegar a la conclusién
que es el grupo etario méas afectado, ya que ngiatamayoria de animales muestreados fueron

mayores de 3 afos.

Como hallazgos hematoldgicos secundarios, en laasian del frotis sanguineo tefiido
con Wright, el 33% de animales presentaron linésaile distintos tamafios, algunos con granulos
de color purpura asemejandose a granulos linfimitague en su mayoria deformaban el
citoplasma (Wellman, 2000); estando el 27% asocialdopresencia de cuerpos de inclusion de
Anaplasma phagcocytophilu/ellman (2000) refiere que los linfocitos gramakconstituyen
una minoria (1 a 15%) de los linfocitos de la samgriférica de animales sanos; sin embargo,
podrian estar asociados a desérdenes linfoprdlifesatransitorios o0 cronicos. Es importante
mencionar que en perros se ha descrito su asatiesioEhrlichiosis cronica (Wellman, 2000).
En la evaluacion de las laminas pareadas cond@timaranja de acridina, no se evidenciaron
estructuras que emitan fluorescencia desde ellago@ de los linfocitos, es por ello que los
consideramos como granulos linfocitarios. Tambiérdn evidenciados linfocitos reactivos en
8% de los caballos, en la mayoria de los casosioel@dos a la presencia linfocitos granulares,

los cuéles estan asociados a estimulacion anteéwalton, 2014).



Figura 8. Frotis de sangre: Negativo. Neutrofilo (izquiergi@osinoéfilo (derecha) sin evidencia
de estructuras intracitoplasmaticas (cuerpos desitn o mérulas). Tincién Wright. 100X.

Figura 9. Frotis de sangre: Negativo. Neutrofilos (izquigrglaosindfilo (derecha) sin evidencia
de estructuras intracitoplasmaticas (cuerpos deusiim o mérulas). Tincidbn Naranja de
Acridina. 40X.



Figura 10. Frotis de sangrépositivo”. Neutrofilos con presencia de estructuras en epleisma
(flechas rojas), compatibles con cuerpos de in@tudeAnaplasma phagocytophiluriiincion
Wright. 100X.



Figura 11. Frotis de sangréepositivo”. Neutréfilos con evidencia de estructuras fluoreseen
(naranja) (flecha rojas) en el citoplasma, compedilzon cuerpos de inclusion o mérulas de
Anaplasma phagocytophilum su vez, se evidencia un linfocito sin alteraei® (flecha azul).

Tincion Naranja de Acridina. 40X.

Figura 12. (a) Linfocito con presencia de granulos azuréfilosadaitoplasmaticos que evidencia
deformacién del citoplasma (flecha roja). Tinciomigkit. 100X;(b) Linfocitos (2) sin evidencia
de estructuras fluorescentes en el citoplasmah@dke@zules). Tincidn fluorescente Naranja de

Acridina. 40X.



VI. CONCLUSIONES

El 9% de caballos evaluados (9/100) presentaronctstas compatibles con cuerpos de
inclusion o morulas déAnaplasma phagocytophiludg que evidencia la exposicion al

agente zoonatico, siendo el primer reporte de dgtedhematoldgica en caballos en el
Perd. Por lo tanto, Anaplasmosis granulocitica delser considerada en la lista de

diagnésticos diferenciales de enfermedades feltdteg® en humanos como en caballos.

La presentacion de la enfermedad seria subclinienido a que los animales se
econtraron aparentemente sanos, ademas de la iausemeportes de la enfermedad en

el Peru.

La busqueda de cuerpos de inclusién o mérulas éoted sanguineo tefiidos con las
tinciones tipo Romanowsky es un método rutinaritoeaboratorios y econémico para

los propietarios, pero se ve limitado por su bajssiilidad y especificidad, por tanto es



necesario el uso otras técnicas hematoldgicas eonepitarias, como la tincion Naranja

de acridina, ain mas en los casos en los que nalizamos la “morula” caracteristica.

VII. RECOMENDACIONES

Complementar el estudio con el uso de pruebas em&iides y especificas (IFI, PCR).

Estudiar la relacion genética del agente presengéRera con relacion al agente presente
en Estados Unidos, el cudl es causante de mucBos de morbilidad en humanos y

caballos.
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APENDICE

Apéndice 1.Evaluacion de las variables hematoldgicas de abalos clinicamente sanos y con
antecedentes de exposicién a garrapatas, de lavingieo de Chiclayo (Departamento de
Lambayeque, Peru), 2015.

Variable Media Desviacién Rango Valores
estandar normales
Serie Eritrocitos 8.5 0.5 6.83 — 8.3-9.7
Eritrocitica (x10°/ul) 9.70
Hemoglobina 12.4 1.7 8.07-174 12"313.9
(g/dl)
Hematocrito (%) 36.0 5 23.0— | 35.7-40.7
51.0
Serie Leucocitos 11.0 3.2 4.3-20.0| 8.94—-9.46
Leucocitica | (x10%pl)
Neutrofilos (%) 53.0 12 23.0 - 30-7%
86.0
Valores Linfocitos (%) 43.0 11 12.0 - 25 - 60
relativos 72.0
Monocitos (%) 0.4 0.8 0-3 1-&
Eosindfilos (%) 2.3 2.3 0-11 1-10
Basdfilos (%) 0.4 1.0 0-2 0-F
Neutréfilos 5.83 19 21-11.4{ 418 -4.5Z7
(X10%pl)
Linfocitos 4.73 2.1 1.2-10.1| 3.5Z2-4.95
(x1C%/ul)
Valores Monocitos 0.04 0.08 0-0.46 0-0.2
absolutos | (x10%pl)




Eosindfilos 0.25 0.3 0-15 0-0.2
(x10%/ul)
Basafilos 0.04 0.09 0-0.62 0
(x10%/ul)
Serie Plaquetas 183 88 15-495 | 18%- 270
Trombocitica | (x10%/ul)

a: Valores de referencia segun Déaal. (2012).

b: Valores de referencia segun Collao (2011).

c: Valores de referencia segun Jerez y Rudolph9)197




