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RESUMEN 

 

La anaplasmosis es una enfermedad zoonótica emergente que es transmitida por la mordedura de 

garrapatas del género Ixodes. En nuestro país aún no existen reportes del agente Anaplasma 

phagocytophilum, más si hay evidencias de la garrapata vector, haciendo posible su presencia en 

el territorio. Por tanto, el objetivo de este estudio fue detectar Anaplasma phagocytophilum en 

caballos de la provincia de Chiclayo (Departamento de Lambayeque, Perú) utilizando técnicas 

hematológicas. Para ello se colectaron 100 muestras de sangre de caballos procedentes de 4 haras 

en el año 2015, los cuales se encontraban aparentemente sanos y tenían antecedentes de 

exposición  a garrapatas. El estudio hematológico evidenció que el 9% de caballos presentaron 

estructuras compatibles con cuerpos de inclusión o mórulas  de Anaplasma phagocytophilum en 

frotices de sangre periférica teñidos con Wright y Naranja de acridina, a los que denóminamos 

“positivos”;  además, este grupo de animales evidenciaron leves alteraciones en la serie 

leucocítica y trombocítica como lo reportaron otros estudios. A su vez, hubieron 48% de animales 

sospechosos que presentaron trombocitopenia sin evidencia de cuerpos de inclusión o mórulas. 

Los hallazgos sugieren la exposición a A. phagocytophilum, constituyendo el primer reporte 

hematológico del agente en caballos en el Perú. 

 

Palabras clave: Anaplasma phagocytophlum, caballos, técnicas hematológicas. 
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ABSTRACT 

 

Anaplasmosis is an emerging zoonotic disease that is transmitted by the bite of ticks of the Ixodes 

genus. In our country there are still no reports of the presence of the agent Anaplasma 

phagocytophilum, but if there is evidence of the tick vector, making possible its presence in the 

territory. Therefore, the objective of this study was to detect the presence of A. phagocytophilum 

in horses from the province of Chiclayo (Department of Lambayeque, Peru) using hematological 

techniques. To do this, 100 blood samples were collected from horses obtained from 4 haras in 

2015, which were apparently healthy and new history of exposure to ticks. The hematological 

study showed that 9% of horses have inclusion bodies o morulae of A. phagocytophilum in the 

cytoplasm of peripheral blood neutrophils, stained with Wright and Acridine Orange, to which 

we denote "positive”. This group of horses showed alterations in the leukocytic series and the 

thrombotic series as reported by other studies. There were 48% of suspicious animals that 

presented thrombocytopenia without evidence of inclusion bodies or morulas. The findings 

suggest exposition to A. phagocytophilum, constituting the first hematological report of this agent 

in horses in Peru. 

 

Key words: Anaplasma phagocytophlum, horses, hematological techniques. 
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I. INTRODUCCIÓN 

 

Anaplasma phagocytophilum es el agente causal de la enfermedad Anaplasmosis 

Granulocítica, el cual es  capaz de infectar a un gran número de mamíferos en el mundo; sin 

embargo, la enfermedad clínica solo ha sido documentada en caballos, perros, ovejas, cabras, 

gatos, humanos, entre otros (Diniz y Breitschwerdt, 2011). 

 

Anaplasma phagocytophilum es una bacteria gram negativa intracelular obligatoria que 

infecta granulocitos, principalmente neutrófilos, en cuyos  citoplasmas forma una “microcolonia” 

denominada “mórula” (Woldehiwet, 2010). Se han reportado diversas variantes genéticas (cepas) 

de A. phagocytophilum, las cuáles varían en la preferencia de hospederos, reservorios, en la 

respuesta del hospedero (diversidad de manifestaciones clínicas), así como la preferencia de la 

garrapata vector. Por ejemplo, se han identificado las mismas variantes genéticas en roedores, 

perros, caballos y humanos; a diferencia de la variante genética identificada en ovejas, que no 

suele afectar a humanos (Rikihisa, 2011). 

 

 Anaplasmosis Granulocítica Humana es una enfermedad emergente en Estados 

Unidos (CDC, 2018) y Europa (Kocan et al., 2005); a su vez en Sudamérica ya hay indicios de 

exposición (Máttar y Parra, 2006).  

 

Según el Centro para el Control y la Prevención de Enfermedades de los Estados Unidos 

(CDC), la Anaplasmosis Granulocítica Humana (AGH) es una enfermedad infecciosa de carácter 

zoonótico cuyos reportes se han ido incrementando anualmente. De 348 casos en el año 2000 a 4 
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151  casos en el año 2016. Con una tasa de letalidad estimada inferior al 1%, la cual está asociada 

a diversos factores, siendo uno de ellos la aplicación de un tratamiento incorrecto como 

consecuencia de un diagnóstico tardío (CDC, 2018).  

 

Anaplasmosis Granulocítica Equina (AGE) fue reportada por primera vez en caballos en 

el año 1960 en establos al norte de California, desde entonces los casos se han ido incrementando 

dentro de Estados Unidos, Canadá, Europa (Pusterla y Madigan, 2014); y en países de Sudamérica 

como: Chile (Conejeros, 2012), Brasil (Farias et al., 2015) y Venezuela (Arraga et al., 1992; 

Castellanos et al., 2010). 

. 

La transmisión de la enfermedad se produce principalmente por la mordedura de una 

garrapata infectada (vector) a una especie susceptible, sin embargo, se ha evidenciado la 

transmisión mediante la transfusión de sangre (Pusterla y Madigan, 2014). 

 

Los principales vectores de A. phagocytophilum son las garrapatas del género Ixodes 

cuyas especies se encuentran distribuidas en todo el Hemisferio Norte (Bjoersdorff, 2016). Sin 

embargo, en el Perú se reportó por primera vez Ixodes sp. en vizcachas del norte (Lagidium 

peruanum) en el departamento de Amazonas (Macedo et al., 1994); y posteriormente Glenny 

(2004) identificó este género de garrapatas en perros, gatos, equinos y cerdos, en el departamento 

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

 

            La severidad de los signos clínicos de Anaplasmosis Granulocítica Equina (AGE) está en 

función a la edad de los caballos y la duración de la enfermedad, lo que hace difícil reconocerla 

en una primera evaluación del animal. En los caballos adultos (mayores de 4 años) los signos se 

desarrollan progresivamente presentando fiebre, depresión, anorexia parcial, edema de 

extremidades, petequias (Meuten y Buergelt, 2014), ictericia, resistencia al movimiento y ataxia; 

los caballos menores de 4 años desarrollan signos más leves y en los caballos menores de 1 año, 

es difícil reconocer la signología, ya que solo hay presencia de fiebre entre el primer y segundo 

día de infección (Pusterla y Madigan, 2015). Sin embargo la enfermedad es autolimitante 

(Gribble, 1969) y se han reportado animales infectados asintomáticos (Madigan, 1993). 
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              Los síntomas de Anaplasmosis Granulocítica Humana (AGH) son inespecíficos, siendo 

el síntoma más común la fiebre, seguido por dolor de cabeza,  dolor muscular, malestar general, 

resfrío, náuseas, dolor abdominal y tos; muy pocas personas desarrollan todos los síntomas y el 

número y combinación de presentación varía de persona a persona. En casos complicados podría 

presentarse con disnea, hemorragia, falla renal o problemas neurológicos (CDC, 2018). La 

inespecificidad de los síntomas hace difícil su diagnóstico durante la fase aguda, pudiendo ser 

confundida fácilmente. 

  

El diagnóstico de la enfermedad se basa en la anamnesis, signos clínicos y las alteraciones 

hematológicas, que luego se deberán confirmar usando pruebas de laboratorio confirmatorias.  

 

Las alteraciones hematológicas incluyen anemia, leucopenia y principalmente 

trombocitopenia; además de la evidencia de cuerpos de inclusión o mórulas en el citoplasma de 

neutrófilos y eosinófilos (Bjoersdorff, 2016), los cuales pueden ser observados en frotices de 

sangre periférica teñidas con la coloración Giemsa o Wright (Bjoersdorff, 2016) y con la tinción 

fluorescente Naranja de acridina (Gribble, 1969) y pueden ser evidenciados en un 20% a 80%  de 

los casos (Hernández y Marien, 2013). Esta evaluación es considerada como un método de rutina 

en el laboratorio clínico, sin embargo tiene una sensibilidad y especificidad limitada por ello es 

necesario el uso de pruebas confirmatorias (Engvall et al., 1996). 

 

 

Las pruebas confirmatorias utilizadas son la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) 

la cuál ha sido considerada altamente sensible y específica; sin embargo, el Gold Standard es la 

prueba serológica Inmunofluorescencia indirecta (IFI) (CDC, 2018), la cual es diagnóstico 

cuando el incremento de anticuerpos es superior a cuatro veces el título en fase aguda (Montes et 

al., 2012). 

 

El estrecho contacto entre animales infectados y el hombre incrementa el riesgo de 

transmisión de enfermedades zoonóticas y Anaplasmosis Granulocítica es una ellas. En el Perú, 

los caballos cumplen un rol cultural (Caballo Peruano de Paso), social (policía), deportivo 

(caballos de carrera), interactivo (caballos de paseo), e incluso terapéutico (equinoterapia), que 

hace estrecha su relación con el hombre.  
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La detección hematológica de Anaplasma phagocytophilum en caballos del Perú será de 

suma importancia para la salud pública; ya que de encontrarse, la enfermedad “Anaplasmosis 

Granulocítica Humana” tendría que ser considerada como diagnóstico diferencial en pacientes 

febriles o en aquellos que presenten algunos de los síntomas mencionados; además, si la historia 

del paciente contempla contacto con caballos, la sospecha de la enfermedad incrementaría. A su 

vez, deberá ser considerada en la lista de diagnósticos diferenciales de enfermedades febriles en 

caballos con sospecha de exposición a garrapatas. El diagnóstico temprano de la enfermedad es 

crucial para la aplicación de un correcto tratamiento y recuperación del paciente, ya que la 

mortalidad está altamente relacionada con el tiempo de evolución de la enfermedad tanto en 

humanos como en caballos. 
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II. REVISIÓN BIBLIOGRÁFICA 

 

2.1 ANAPLASMOSIS  

Anaplasmosis es una enfermedad infecciosa no contagiosa (Vorou et al., 2007),  

transmitida por la mordedura de garrapatas, cuyo agente causal es la bacteria Anaplasma 

phagocytophilum (Severo et al., 2012). La enfermedad lleva el nombre de Anaplasmosis 

granulocítica seguida de la especie a la que afecta. 

 

La Anaplasmosis granulocítica se ha reportado en diversos mamíferos; sin embargo, la 

enfermedad clínica ha sido reportada en humanos, perros, caballos, gatos, rumiantes (Diniz y 

Breitschwerdt, 2011), llamas (Low et al., 1996) y alpacas (Lascola et al., 2009; Tinkler et al., 

2012).  

 

2.1.1 Historia 

Anaplasma phagocytophilum, se describió por primera vez a principios de los años 1930 

infectando ovejas (rumiantes) en Escocia, en ese entonces el agente fue nombrado Rickettsia 

phagocytophila (Foggie, 1949) y la enfermedad denominada “Enfermedad febril de los rumiantes 

transmitida por garrapatas”; posteriormente fue renombrado como Cytoecetes phagocytophila 

(Foggie, 1962) por su predilección por los granulocitos y por ser morfológicamente similar a 

Cytoecetes microti (Tyzzer, 1938). Luego fue incluida en la tribu Ehrlichieae del orden 

Rickettsiales, como una especie separada, denominándola Ehrlichia phagocytophila (Ristic y 

Huxsoll, 1984). 
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Más adelante, se describió una enfermedad febril en caballos de California, además de un 

curso clínico similar al observado en ovejas, donde evidenciaron cuerpos de inclusión en el 

citoplasma de granulocitos, aquel agente fue denominado Ehrlichia equi y la enfermedad 

Ehrlichiosis granulocítica equina (Gribble, 1969). 

 

Años más tarde, una enfermedad con clínica febril y evidencia de cuerpos de inclusión en 

granulocitos fue descrita en pacientes humanos de Estados Unidos, el agente causal fue 

denominado “agente de la Ehrlchiosis granulocítica humana” (Chen et al., 1994). En ese momento 

se desconocía si este agente tenía relación o era idéntico a Ehrlichia phagocytophila o Ehrlichia 

equi. Sin embargo, luego de un análisis filogenético, se evidenció que se encontraban 

estrechamente relacionados por lo que se agruparon en una misma y “nueva” especie denominada  

Anaplasma phagocytophilum (Dumler et al., 2001). 

  

2.1.2 Anaplasmosis en el Mundo 

Anaplasmosis Granulocítica Equina  (AGE) fue reportada por primera vez en 1960 en 

establos al norte de California (Ehrlichia equi) (Gribble, 1969), desde entonces ha sido reportada 

en caballos de Washington, Oregon, Nueva Jersey, Nueva York, Colorado, Illinois, Minnesota, 

Connecticut, Florida, Winsconsin, Europa, Canadá, Chile (Conejeros, 2012), Brasil (Pusterla y 

Madigan, 2015) y Venezuela (Arraga et al., 1992; Castellanos et al., 2010). 

  

Anaplasmosis Granulocítica Humana (AGH) se identificó por primera vez en 1990 en un 

paciente de Winsconsin que falleció con una severa enfermedad febril, dos semanas después de 

ser mordido por una garrapata (Chen et al., 1994). Al principio se creyó que se trataba del agente 

E. chaffeensis, pero en 1994 mediante la aplicación de amplificación molecular de rango amplio 

y secuenciación del ADN se reconoció que el agente causal era distinto, inicialmente denominado 

“agente de Ehrlichiosis Granulocítica  Humana” (Bakken et al., 1994; Chen et al., 1994). Los 

casos se han ido incrementando en número dentro y fuera de Estados Unidos (Dumler et al., 1997; 

Máttar y Parra, 2006; CDC, 2018).  
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Anaplasmosis Granulocítica Canina (AGC), fue reportada por primera vez en perros con 

enfermedad febril en California (Estados Unidos) en los que se detectaron mórulas en el 

citoplasma de granulocitos (Madewell and Gribble, 1982). Luego ha sido reportado en otros 

países de Europa, siendo el primer caso reportado en el año 2005 en un perro de la Isla de 

Vancouver Canadá, donde identificaron Anaplasma phagocytophilum serológicamente y 

molecularmente (Diniz y Breitschwerdt, 2011), y México (Rojero et al., 2017).                                                       

 

2.1.3 Anaplasmosis en Sudamérica 

A continuación se hizo una recopilación de estudios realizados para la detección e 

identificación hematológica, serológica y/o molecular de Anaplasma phagocytophilum, en 

humanos, perros y caballos. Decidimos enfocarnos en estas tres especies, debido al estrecho 

contacto entre ellos, por ser los mamíferos que están en constante movimiento (viajes y traslados 

al interior y exterior del país) y por ser especies que comparten variantes genéticas de Anaplasma 

phagocytophilum según lo referido por Rikihisa (2011). 

 

2.1.3.1 En Perros: 

En Chile se han realizado diversos estudios serológicos para la detección de este agente; 

uno de ellos en la comuna de San Bernardo, Santiago de Chile, donde se registró la presencia de 

A. phagocytophilum, obteniéndose un 86% de seropositividad en un total de 31 pacientes caninos, 

utilizando la técnica IFI (Gutjahr, 2005). Otro estudio realizado en Santiago de Chile, donde se 

muestrearon a 77 perros de zonas urbanas con dueños, dio como resultado que el 69% eran 

seropositivos a A. phagocytophilum, los sueros fueron analizados mediante IFI comercial del 

laboratorio Fuler (López et al., 2007).  Por último se realizó un estudio en la ciudad de Talca 

(Chile) en caninos vagabundos mediante la utilización del SNAP 4Dx del Laboratorio IDEXX, 

dando como resultado 48% de seropositividad de un total de 25 caninos muestreados (Ortiz, 

2012). 

 

En Colombia se obtuvo una prevalencia de 33% en un estudio en el que se muestrearon 

un total de 498 perros provenientes de tres ciudades (Medellín, Barranquilla y Cartagena), las 

muestras fueron testeadas utilizando el SNAP 4Dx del Laboratorio IDEXX (Mc Cown et al., 

2015).  
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En el año 2011, se reportó la detección de Anaplasma phagocytophilum en perros de 

Brasil (municipalidades de Seropédica e Itaguaí, Río de Janeiro) los cuales fueron seleccionados 

aleatoriamente, utilizando PCR en tiempo real se evidenció un 7.11% de positividad de un total 

de 253 muestras (Santos et al., 2011). Luego, se realizó un estudio para determinar la prevalencia 

de perros infectados con A. phagocytophilum en un área residencial de Belo Horizonte, mediante 

la técnica serológica (IFI) y molecular (PCR), 43.8% fueron seropositivos y 10.9% fueron 

positivos, respectivamente de un total de 62 perros aparentemente sanos a la evaluación clínica, 

cabe mencionar que las garrapatas recolectadas en estos animales fueron identificadas como 

Rhipicephalus sanguineus sensu lato (Silveira et al., 2017). 

 

2.1.3.2 En equinos: 

En Venezuela (Estado de Zulia), se reportó por primera vez la enfermedad en el año 1987 

en caballos que manifestaron signos clínicos compatibles con la enfermedad mediante la 

observación de mórulas en frotices de capa blanca  (buffy coat).  Por ello, se realizó un estudio 

en el Laboratorio Clínico de la Facultad de Ciencias veterinarias de la Universidad de Zulia, 

mediante la observación de frotices de capa blanca  (buffy coat) de sangre de caballos remitidos 

al laboratorio (1989 – 1990) para la detección de agentes hemotrópicos. Se analizaron 629 

muestras de sangre de equinos procedentes de Hipódromos. de Haras, fincas, parques de 

diversiones y un circo; de las cuáles 232 fueron positivas al agente, porque evidenciaron cuerpos 

iniciales o mórulas en el citoplasma de neutrófilos o eosinófilos; de estos animales, solo algunos 

mostraban signos clínicos severos o leves, y otros eran asintomáticos y solo fueron enviados para 

chequeo (Arraga et al., 1992).  

 

El estudio evidenció que los caballos que presentaban signos clínicos compatibles con la 

enfermedad, así como monocitos vacuolados y eritrofagocitosis en el frotis, podían ser 

considerados sospechosos, ya que había una buena respuesta una vez iniciado el tratamiento. En 

ese momento, por la concordancia de los signos clínicos, la respuesta al tratamiento y los 

hallazgos del laboratorio se le dio fuerza al diagnóstico por frotis que fue de mucha ayuda para el 

reconocimiento temprano de la enfermedad. En un inicio la presencia de eritrofagocitosis era una 

sospecha de Anemia Infecciosa Equina, por lo que descartaron que se trate de esta enfermedad 

(Arraga et al., 1992). 
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Más adelante, en Venezuela se realizó un estudio hematológico en 137 caballos criollos 

venezolanos clínicamente sanos, pertenecientes a dos hatos del Estado de Apure; donde se obtuvo 

que  el 32.9% de las muestras presentaban estructuras compatibles con Anaplasma 

phagocytophilum en el citoplasma de neutrófilos. Este estudio consistió en la búsqueda de 

evidencias de la bacteria en el citoplasma de neutrófilos circulantes mediante la técnica de buffy 

coat (capa blanca); sin embargo, el estudio no especifica si las estructuras visualizadas fueron 

cuerpos iniciales o mórulas (Castellanos et al., 2010). 

 

En el 2016, se realizó un estudio para evaluar la presencia de A. phagocytophilum en 

poblaciones equinas venezolanas sin signos clínicos, mediante la búsqueda de cuerpos de 

inclusión o mórulas en el frotis de capa blanca (buffy coat) y la prueba de reacción en cadena de 

la polimerasa (PCR)  demostrando la ausencia de la bacteria en las 200 muestras (Párraga et al., 

2016).  

 

En Brasil (Centro-Oeste), se realizó un estudio serológico en 20 animales sospechosos de 

Anaplasmosis Granulocítica equina, de los cuales 13 fueron seropositivos (65%) mediante el Kit 

ELISA (Helica), pero ninguno de ellos fue positivo a la búsqueda de corpúsculos de inclusión y/o 

mórulas en la técnica buffy coat o PCR (Salvagni et al., 2010). A su vez, se realizó un estudio en 

Caballos de la Policía Montada del Estado de Río de Janeiro – Brasil, donde se muestrearon 91 

equinos para la detección de  anticuerpos contra A. phagocytophilum mediante el test de 

Inmunofluorescencia indirecta, reportándose estos anticuerpos en 11 caballos (10%), los cuales 

no manifestaban signos clínicos (Farias et al., 2015). 

 

En Chile, se realizó un estudio para la detección de anticuerpos contra A. 

phagocytophilum en 50 equinos Fina Sangre de Carrera (FSC) pertenecientes al Valparaiso 

Sporting Club, Viña del Mar; encontrando un 8% de seropositividad a A. phagocytophilum en la 

Prueba de Inmunofluorescencia Indirecta. Los equinos del estudio fueron elegidos aleatoriamente 

y por accesibilidad a la toma de muestra, los cuales se encontraban clínicamente sanos (Conejeros, 

2012). 
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2.1.3.3 En humanos: 

En Colombia se realizó un estudio para estimar la seroprevalencia de anicuerpos contra 

Anaplasma phagocytophilum, Batonella spp y Coxiella burnetii en 81 habitantes de los 

departamentos de Córdoba y Sucre, mediante la prueba de Inmunofluorescencia indirecta (IFI) 

resultando 23.6% seropositivos a Coxiiella burnetii, 37.7% posiivos a Bartonella spp y 20% de 

individuos fueron seropositivos a Anaplasma phagocytophilum (Máttar y Parra, 2006). 

 

2.1.4 Anaplasmosis en el Perú 

 En el 2009, se realizó un estudio serológico en humanos para la detección de Ehrlichia 

chaffeensis y Anaplasma phagocytophilum en diferentes regiones del Perú, donde solo se 

encontraron seropositivos para E. chaffeensis utilizando la prueba serológica IFI. Encontrando 

seroprevalencias en Cura Mori (costa norte del Perú), Cochapata (sur de los Andes peruanos), 

Pampas (comunidad urbana en una villa de Lima) y Santo Tomás (selva peruana) de 25% (10/40), 

23% (9/40), 3% (1/40) y 3% (1/40), respectivamente. Ningún suero fue positivo a Anaplasma 

phagocytophilum (Moro et al., 2009). 

 

En el 2011 se reportó un caso de un perro positivo a Anaplasma phagocytophilum con la 

prueba ELISA SNAP®4Dx (IDEXX Laboratories Inc), el cual tenía antecedentes de mordedura 

de garrapata, petequias y equimosis en la piel; a su vez en el hemograma presentaba neutrofilia 

madura y trombocitopenia severa. Es importante considerar que el Kit diagnóstico empleado tiene 

reacción cruzada con el agente Anaplasma platys (Rubio et al., 2011), el cual ya ha sido reportado 

en Lima (Tateishi et al., 2015). 

 

2.2  Anaplasma phagocytophilum 

2.2.1  Clasificación taxonómica 

Luego de la reorganización basado en el análisis fiogenético del ARNr 16S, groESL y los 

genes de proteínas de superficie, realizada por Dumler et al. (2001). Se llegó a la conclusión que  

A. phagocytophilum pertenece al género Anaplasma, familia Anaplasmataceae, orden 

Rickettsiales.  
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Todos lo miembros de la familia Anaplasmataceae: Ehrlichia, Anaplasma, Neorickettsia, 

con excepción de Wolbachia, son bacterias gramnegativas intracelulares obligatorias que se 

replican dentro de vacuolas derivadas de la membrana de la células eucariotas hospederas 

(Rikihisa, 1991).  

 

 

 

Figura 1. Árbol filogenético de la familia Anaplasmataceae. La familia Anaplasmataceae incluye 
los géneros Anaplasma, Ehrlichia,  Neorickettsia y Wolbachia. (Severo et al., 2012). 

 

 

2.2.2 Etimología: 

 A, que significa “sin” y plasma, “algo formado o moldeado” (Severo et al., 2012). 

 

2.2.3 Características del agente causal 

A. phagocytophilum coloniza granulocitos, principalmente neutrófilos, cuando infecta 

mamíferos; sin embargo, es probable que también infecte otras células de origen mieloide y no 

mieloide (Rikihisa, 2010). A su vez, las células endoteliales (Herron et al., 2005) y las células 

progenitoras también podrían ser infectadas (Bayard-McNeeley et al., 2004). 
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Se sabe que sobreviven en las glándulas salivales y las células del intestino medio de las 

garrapatas del género Ixodes (Rikihisa, 2010). 

  

2.2.4 Morfología 

 A. phagocytophilum es una bacteria gram negativa intracelular obligatoria, no móvil,  de 

forma cocoide a elipsoidal, frecuentemente pleomórfica, de 0.2 a 2 um, envuelta por dos 

membranas (Diniz y Breitschwerdt, 2011).  La membrana externa o pared celular es es 

frecuentemente ondulada, lo que crea un espacio periplásmico irregular; la membrana interna o 

membrana plasmática se encuentra adherida a los componentes internos del microorganismo. 

Internamente, la bacteria está constituida por áreas densas y lúcidas. Las áreas densas continene 

gránulos, aparentemente ribosomas, y en las áreas lúcidas finas fibrillas sugestivas de hebras de 

ácido desoxirribonucleico (ADN) (Figura 2) (Sells et al., 1976; Rikihisa et al., 1997).  

 

  Se han identificado dos morfotipos de A. phagocytophilum mediante microscopía 

electrónica: una forma de núcleo reticulado y otra forma de núcleo denso (Dumler et al., 2001). 

La experimentación indica que el morfotipo reticulado es la forma replicativa no infecciosa del 

ciclo de desarrollo de A. phagocytophilum, mientras el morfotipo de núcleo denso es resistente a 

los cambios ambientales e infecta células de mamíferos (Severo et al., 2012). 

 

A. phagocytophilum se multiplica por fisión binaria (Sells et al., 1976) en vacuolas ligadas 

a la membrana (denominadas cuerpos de inclusión o mórulas) dentro del citoplasma de células 

hospederas (Figura 3); ambas formas de la bacteria (núcleo reticulado o denso) están presentes en 

la misma vacuola (Dumler et al., 2001). La bacteria puede estar estrechamente agrupada dentro 

de las inclusiones debido a la pérdida de peptidoglucano y lipopolisacáridos (LPS) (Lin y 

Rikihisa, 2003), permitiendo la plasticidad del granulocito infectado que es requerido para la 

circulación capilar (Rikihisa, 2011).  

 

Las mórulas miden de 1.5 a 2.5 um de diámetro pero pueden llegar a medir hasta 6 um y 

son pleomórficas (Popov et al., 1998). Gribble (1969) refiere que la mórula en equinos puede 

medir de 0.5 a 5 um de diámentro,  puede contener más de una y hasta 20 bacterias. 
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Figura 2. Neutrófilo de equino infectado experimentalmente con E. equi (ahora A. 
phagocytophilum) conteniendo muchas inclusiones (I). Microrganismos solitarios están 
estrechamente unidos a la membrana de la vacuola (S). La pared celular (C) y la membrana 
plasmática (P) son evidentes alrededor de las bacterias. Microscopía electrónica x41,000 (Sells et 
al., 1976). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Neutrófilo de equino infectado experimentalmente con E. equi (ahora A. 
phagocytophilum) con dos inclusiones (I) en su citoplasma. Los organismos esán alineados en la 
periferie de la vacuola. Microscopía electrónica x33,000 (Sells et al., 1976).  
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2.2.5 Características y variantes genéticas 

 El tamaño del genoma de A.  phagocytophilum (cepa HZ) aislada de un paciente en Nueva 

York fue 1.47 Mb. Tiene numerosas repeticiones (12.7% del genoma) como se vio en 100 genes 

p44 (msp2), genes del sistema de secreción tipo IV (T4S), y genes que contenían repeticiones en 

tándem. Carecen de genes requeridos para la biosíntesis de lipopolisacáridos y peptidoglucano 

(Rikihisa et al., 1997).  

 

 En mamíferos, los antígenos más comunes producidos constitutivamente son las proteínas 

de 42 a 49KD, que son expresadas en la membrana externa de la bacteria (Carrade et al., 2009).  

Estas proteínas son codificadas por  la familia del gen p44 (también llamado msp2) (Barbet et al., 

2006). 

 

 P44/Msp2 son los principales antígenos de superficie, siendo Msp2 la más abundante, por 

ello son utilizados para el serodiagnóstico. (Igdo et al., 1999). Son proteínas transmembrana que 

exhiben actividad porina para permitir la difusión pasiva de nutrientes de molécula pequeña 

hidrofílicos a través de la membrana externa (Huang et al., 2007). La variación antigénica de la 

proteína  p44 contribuye a la evasión del sistema inmune del hospedero y a la persistencia de A. 

phagocytiphilum (Rikihisa, 2011).  

 

Además de Msp2, ankA es el componente más estudiado de A. phagocytophilum 

(Caturegli et al., 2000; Park et al., 2004). Las secuencias de ankA son diversas según su origen 

geográfico, con relativa conservación entre las cepas norteamericanas y la diversidad entre las 

bacterias europeas. No se conoce si la diversidad de ankA se relaciona con la gravedad. Sin 

embargo, una observación interesante es su localización, donde forma un complejo con la 

cromatina en el núcleo de células de granulocitos infectados.  

 

Aunque se sabe poco sobre si ankA afecta la supervivencia o la patogénesis de A. 

phagocytophilum es actualmente la única proteína conocida por ser secretada por la bacteria, que 

pasa a través de la membrana bacteriana y vacuolar (presumiblemente por el mecanismo de 

secreción tipo IV de A phagocytophilum (Ohashi et al., 2002), a través del citoplasma y la 

membrana nuclear, para encontrar un objetivo nuclear (Diniz y Breitschwerdt, 2011). 
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 Con el fin de secretar proteínas, enzimas, ADN o toxinas desde el citoplasma al exterior, 

las bacterias utilizan al menos seis sistemas distintos de secreción de proteínas extracelulares, 

denominados como Sistemas de secreción tipo I al tipo VI (Papanikoiu et al., 2007). Los 

homólogos del sistema de secreción tipo I y los componentes de T4SS (sistema de secreción tipo 

4) se encontraron en el genoma de A. phagocytophilum (Dunning et al., 2006). El sistema de 

secreción tipo 4 que podría facilitar la transferencia de moléculas entre la bacteria y el hospedero 

(Caturegli et al., 2000; Ohashi et al., 2002) formando un canal transmembrana compuesto por un 

complejo multiproteico, que libera la proteína efectora y el ADN, y una neuroproteínas 

dependiente del ATP (Juhas et al., 2008). 

 

 Recientes estudios sugieren que  múltiples variantes de A. phagocytophilum puden estar 

circulando en poblaciones de animales silvestres y domésticos y cada variante puede tener 

diferente tropismo de hospedero y patogenicidad (Carrade et al., 2009). 

 

La diversidad antigénica entre las cepas de A. phagocytophilum de diferentes regiones se 

incrementa mediante la conversión del gen Msp2. Se supone que la diversidad es impulsada por 

la selección inmune y puede desempeñar un papel importante en la persistencia entre los 

hospederos reservorios, pero la transcripción Msp2 restringida y la expresión de Msp2 en muchos 

pasajes y en las células de la garrapata sugieren selección por aptitud para nuevos nichos (Park et 

al., 2003 y Scorpio et al., 2004). 

 

 Muchos estudios reportaron que las cepas de A. phagocytophilum difieren en la 

infectividad del hospedero. Por ejemplo, la cepa Ap- Variant 1 de la garrapata I. scapularis infecta 

cabras y ciervos, pero no ratones (Massung et al., 2006); una cepa de Califronia infecta equinos, 

pero no infecta a rumiantes (Stannard et al., 1969). 

 

 Las variantes genéticas de A. phagocytophilum que muestran un menor grado de variación 

en la secuencia de nucleótido son la ARNr 16S y groESL; y los que tienen mayor variación 

genética son los genes.La  p44, p44ESup1, msp2 y ankA (Rikihisa, 2011). 
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2.3 TRANSMISIÓN  

A. phagocytophilum es  transmitido por la mordedura dura de las garrapatas del género 

Ixodes (Madigan y Pusterla, 2015; Bjoersdorff, 2016). La distribución de la enfermedad está 

asociada a la densidad de población de la garrapata vector, del hospederos y hospederos 

reservorios (Kocan et al., 2015). 

 

A pesar que la enfermedad no es contagiosa, la infección puede transferirse mediante la 

transfusión de 20 mililitros de sangre  de caballos con infección activa a caballos susceptibles 

(Madigan y Pusterla, 2015). La transmisión mediante transfusión sanguínea es rara en humanos 

(CDC, 2018).   

 

2.3.1 Vectores 

Los principales vectores de A. phagocytophilum son las garrapatas del género Ixodes las 

cuáles se  encuentran distribuidas en todo el hemisferio norte, siendo Ixodes scapularis (noreste 

y medio oeste de Estados Unidos) e Ixodes pacificus (norte de California) los vectores principales 

(CDC, 2016).  A su vez, Ixodes ricinus es el principal vector de la bacteria en Europa y Asia 

(Diniz y Breitschwerdt, 2011). 

 

En América Central, algunas especies como Amblyomma cajennense, Anocentor nittens 

y Riphicephalus microti fueron reportadas como vectores probables de A. phagocytophilum, 

(Farias et al., 2015). 

 

En Perú se reportó por primera vez la presencia de garrapatas del género Ixodes sp., las 

cuales fueron colectados de vizcachas (Lagidium peruanum), en el Departamento de Amazonas 

(Macedo et al., 1994); luego, Glenny (2004) identificó garrapatas de este género en localidades 

de la Provincia de Ayabaca (departamento de Piura), encontrando las siguientes frecuencias de 

infestación en perros (87.5%), gatos (66.6%), equinos (31.8%) y cerdos (4.1%).   
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2.3.1.1 Ixodes sp. 

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

(macho y hembra). 

 

Las garrapatas del género Ixodes son de tres hospederos, y la transmisión de A. 

phagocytophilum solo ocurre transestadialmente, por ello si las garrapatas inmaduras (larvas y 

ninfas) se alimentan de animales infectados pueden adquirir y transmitir la infección al siguiente 

estadío de vida (ninfas y adulos, respectivamente). No hay evidencia de transmisión transovarial 

(de garrapatas adultas a huevos), por ello el estadío de larva no tiene la capacidad de transmitir la 

bacteria a mamíferos (Rikihisa, 2011). Por lo tanto, de las cuatro fases del ciclo de vida de la 

garrapata, las etapas de ninfa y adulto son vectores potenciales encargados de la transmisión 

(Diniz y Breitschwerdt, 2011; CDC, 2018). 

 

Las larvas y ninfas se alimentan de sangre de mamíferos y aves durante 3 a 5 días y 5 a 7 

días, respectivamente. La hembra adulta necesita un periodo más largo de alimentación para la 

producción de huevos, que puede ser de 7 a 13 días, de mamíferos pequeños y grandes incluyendo 

gatos, perros, liebres, ciervos, humanos, ovejas y caballos. Cada estadío de desarrollo tiene una 

duración aproximada de un año y todo el ciclo de vida puede durar 3 años (Balashov, 1972). 

 

La permanencia transestadial de Anaplasma phagocytophilum parece ser inefectiva y 

puede necesitar una gran carga bacteriana para persistir a través de cada estadío (Ogden et al., 

2002).  

 

2.3.1.2 Hospederos y reservorios 

Las garrapatas del género Ixodes también son considerados como reservorios naturales, 

porque el ADN de Anaplasma phagocytophilum ha sido detectado en sus diferentes especies (I. 

scapularis, I. pacificus, I. spinnipalpis, I. ricinus, I. perseculatus, e I. ovatus) en Estados Unidos, 

Europa y Asia (Bussmeyer et al., 2010). 
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A. phagocytophilum puede infectar a un gran número de mamíferos en el mundo; sin 

embargo, los hospederos naturales son los caballos, perros, gatos, ovejas, cabras, en quienes se 

ha documentado la enfermedad clínica (Harrus et al., 2011) y el hombre es considerado un 

hospedero accidental que también desarrolla la enfermedad (Harrus et al., 2011). Los hospederos 

del agente infeccioso también actúan como hospederos de alimentación para el vector (Franzén, 

2008). 

 

En Estados Unidos, una variedad de animales silvestres como los ratones de patas blancas 

(Peromyscus leucopus), mapaches (Procyon lotor), ardillas grises (Sciurus carolinensis), zorros 

grises (Urocyon cinereoargenteus); así como los ciervos (Skarphedinsson et al., 2005), son 

reservorios potencialmente importantes de Anaplasma phagpocytophilum (Madigan y Pusterla, 

2015). En Estados Unidos, los ratones de patas blancas son un reservorio primario de las cepas 

de Anaplasma phagocytophilum que infectan a los humanos, sin embargo en Europa no se ha 

encontrado que estos muestren un alto potencial zoonótico (Liz et al., 2000). Con respecto a los 

ciervos, se ha encontrado que estos propagan principalmente variantes de A. phagocytophilum 

que no se han detectado en humanos, con excepción del ciervo rojo que parece mantener las cepas 

zoonóticas (Scharf et al., 2011). En Eslovenia se han identificado secuencias idénticas de A. 

phagocytophilum en jabalíes y humanos (Petrovec et al., 2003). 

 

Las aves no son reservorios competentes para A. phagocytophilum (Daniels et al., 2000), 

sin embargo pueden contribuir a su dispersión al transportar garrapatas infectadas a grandes 

distancias. En Suecia se detectaron las mismas secuencias génicas de A. phagocytophilum en las 

garrapatas (Ixodes ricinus) infectadas de aves migratorias, humanos y animales domésticos 

(Bjoersdorff et al., 2001). 

 

2.3.1.3 Distribución y Estacionalidad 

La distribución mundial de la infección por A. phagocytophilum sigue la distribución de 

su vector primario Ixodes sp., estando principalmente dentro del Hemisferio Norte (Diniz y 

Breitschwerdt, 2011). 
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En un estudio epidemiológico realizado en California, se demostró que el patrón espacial 

y temporal de los casos de Anaplasmosis Granulocítica Equina coincide con la distribución de 

Ixodes pacificus, pero no de otras garrapatas comúnmente asociadas con caballos (Madigan y 

Pusterla, 2015). 

 

En el medio oeste y el noreste de Estados Unidos, la enfermedad en humanos, equinos y 

caninos ha sido diagnosticada a inicios de la primavera, a principios de verano y en el otoño, 

pocos casos se diagnostican en el verano o invierno y están asciados a la exposición a garrapatas 

(Diniz y Breitschwerdt, 2011). 

 

2.3.1.4 Factores de riesgo 

La falta de control adecuado de las garrapatas es el factor de riesgo más importante para 

el desarrollo de Anaplasmosis granulocítica, especialmente cuando se asocia con un aumento de 

las actividades al aire libre durante la temporada de garrapatas (Diniz y Breitschwerdt, 2011).  

 

Sin embargo, el potencial zoonótico de Anaplasma phagocytophilum no solo depende de 

la transmisión, hábitat, y la densidad de población del vector y de mamíferos infectados, sino 

también de la variación genética de Anaplasma phagocytophilum, ya que se ha evidenciado que 

cepas que infectan a algunas especies de animales no generan enfermedad en otros; por ejemplo, 

la cepa de California que infecta a equinos no infecta a rumiantes (Stannard et al., 1969). 

 

2.4 PATOGÉNESIS 

2.4.1 Interacción del Sistema inmune del hospedador con el vector artrópodo (garrapata) y el 

agente infeccioso (A. phagocytophilum) 

La transmisión de agentes infecciosos por artrópodos hematófagos involucra la 

interacción entre el artrópodo, el agente y el sistema inmune del hospedador. El objetivo del vector 

es obtener sangre como alimento usando mecanismos básicos, desde la penetración de la barrera 

epidermal del hospedero y la secreción de moléculas vasoactivas y anticoagulantes que permiten 

el flujo local de sangre y su consumo. Además, hay una modulación de la respuesta inmune e 

inflamatoria cutánea local dada por potentes moléculas derivadas del artrópodo vector, que se 
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inyectan en el sitio de alimentación. Esta modulación puede extenderse e influir sobre la respuesta 

inmune en el tejido linfoide regional y el sistema inmune sistémico y actuar para prevenir el 

rechazo del vector. Esta manipulación del microambiente dérmico del hospedero por los 

artrópodos infectados también proporciona una ventaja a los microorganismos creando un 

ambiente óptimo para su transmisión y el establecimiento de la infección (Figura 2) (Day, 2016). 

 

Los agentes infecciosos (A. phagocytophilum) transmitidos por artrópodos deben migrar 

a través del cuerpo de este, para lo  cual deben evadir la respuesta inmune del artrópodo para que 

puedan ser transmitidos con éxito a un nuevo hospedero objetivo. Las garrapatas tienen un sistema 

inmune innato que comprende péptidos antimicrobianos como defensinas y microplusina 

específico de garrapata, proteínas de la familia de 5,3 kDa, lisozimas, un sistema similar al 

complemento y hemocitos fagocíticos (Day, 2016). 

 

A. phagocytophilum utiliza una proteína secretada por la garrapata (P11) para infectar los 

hemocitos, lo que le permite moverse desde el intestino medio a las glándulas salivales en la 

hemolinfa. Esta interacción es probablemente el resultado de la coevolución prolongada de los 

artrópodos y los microorganismos que portan (Day, 2016). 

 

La garrapata necesita un tiempo mínimo de alimentación (24 a 48 horas) para transmitir 

Anaplasma phagocytophilum a hospederos mamíferos susceptibles. Esta bacteria es capaz de 

residir en las glándulas salivales de las garrapatas del género Ixodes spp.; por lo tanto, si está 

presente en un estado infeccioso y un número adecuado, podría ser transmitida más rápidamente 

(Diniz y Breitschwerdt, 2011). 
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Figura 4. Efectos de la saliva de los artrópodos en la biología del hospedero. Como parte del 
proceso de alimentación, los artrópodos hematófagos inyectan saliva en el microambiente 
dérmico del hospedero, la cual interviene en una serie de efectos locales (Day, 2016). 
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2.4.2 Periodo de incubación: 

Una vez que A. phagocytophilum ingresa al hospedero, luego de la mordedura de la 

garrapata, se considera un periodo de incubación de 1 a 2 semanas (Diniz y Breitschwerdt, 2011); 

sin embargo, en caballos infectados experimentalmente se ha evidenciado un periodo de 

incubación entre 1 a 9 días (Franzén et al., 2005).  

 

2.4.3  Patogenia 

La patogénesis de A. phagocytophilum involucra, internalización, replicación temprana, 

evasión de la respuesta inmune (inhibición de la apoptosis, estimulación de la autofagia), 

replicación y liberación (Diniz y Breitschwerdt, 2011).  

 

Rikihisa (2011), describió el mecanismo de la replicación de A. phagocytophilum en las 

células, de la siguiente manera: 

 

2.4.3.1 Ciclo de desarrollo intracelular 

La microscopía electrónica ha identificado distintos morfotipos de A. phagocytophilum 

dentro  de inclusiones en el neutrófilo de ovejas infectadas (Woldehiwt y Scott, 1982). Los dos 

morfotipos de la bacteria pueden ser observados en mamíferos y cultivos de células de las 

garrapatas; se aprecia una forma grande reticulada (reticulate core- RC) y una forma pequeña de 

centro denso (dense core - DC) que contienen protoplasma condensado (Munderloh et al., 1999), 

y son consideradas etapas normales de desarrollo (Heinzen et al., 1999). Además la microscopía 

electrónica indica que solo la forma DC se une a las células HL-60 (Troese y Carlyon, 2009), pero 

ambas formas (DC y RC) se unen a las células de la garrapata ISE6 (Munderloh et al., 1999). 

Troese y Carlyon (2009) reportaron que las bacterias DC internalizadas hacen la transición a 

bacterias RC en las células HL-60 dentro de 12 horas y las bacterias RC inician la replicación. A 

las 24 horas, se pueden observar grandes cantidades de bacterias RC dentro de inclusiones 

individuales llamadas “mórulas”, y a las 36 horas, se produce la reinfección de las células ya 

infectadas, con bacterias individuales y vacuolas conteniendo bacterias DC y RC dentro de la 

misma célula.   
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La inmunofluorescencia mostró que solo una pequeña bacteria  (< 1um) correspondiente 

a la forma DC se une e ingresa a neutrófilos humanos de sangre periférica (Niu et al., 2006). Sin 

embargo, en las células HL-60 ingresan bacterias pequeñas o grandes (< 1um), y la mayoría de 

las bacterias grandes, pero no la mayoría de las pequeñas, son rápidamente liberados a 

compatimentos positivos de proteína de membrana asociados a lisosomas 1 (LAMP1), lo que 

implica que las diferentes etapas de desarrollo de A. phagocytophilum tienen propiedades 

superficiales o biológicas que les permiten ingresar a las células huésped a través de diferentes 

receptores y vías de internalización (Niu et al., 2006).  

 

2.4.3.2 Receptor de la célula hospedera, sitio de entrada y señales de internalización  

A. phagocytophilum es mantenido principalmente en neutrófilos maduros circulantes, 

más que en tejidos periféricos y el tejido hematopoyético; aunque puede infectar progenitores de 

la médula ósea (Bayard-McNeeley et al., 2004) y células endoteliales (Herron et al., 2005). 

 

La habilidad de la bacteria para unirse y entrar a las células hospederas susceptibles es 

esencial para la infección. La tetrasaccharide sialyl Lewisx (sLex) y la PSGL-1 son esenciales para 

la unión y la infección de células HL-60 por A. phagocytophilum; la enrada es a través de 

endocitosis mediada por caveola (Lai et al ., 2009). La unión de la bacteria a las células HL-60 

activa el camino de señalización de PSGL-1  (Goodman et al., 1999). PSGL-1 es el ligando más 

estudiado al que la bacteria se adhiere al menos en parte a través de la proteína de superficie 

principal  Msp2. Msp2 es probablemente parte de un “complejo adhesina” que implican 

oligómeros Msp2 con otras proteínas de membrana (Park et al., 2003). El uso de este puerto de 

entrada perite al organismo las vías fagolisosómicas (Rikihisa, 2006). 

 

2.4.3.3 Biogénesis de las inclusiones de Anaplasma 

A. phagocytophilum se multiplica estrictamente dentro de inclusiones ligadas a la 

membrana, las bacterias se dividen y proliferan expandiendo las inlcusiones hasta ocupar la mayor 

parte del citoplasma de las células infectadas, las características de las inclusiones  son la 

membrana y los componentes luminales, son únicos y en gran parte indeterminados, parecen 

evolucionar con el tiempo a medida que progresa el ciclo de infección de A. phagocytophilum 

(Rikihisa, 2011).  
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El neutrófilo mata microorganismos mediante secuestro de nutrientes vitales o fusionando 

los fagosomas que contienen microorganismos con los gránulos que tienen péptidos 

antimicrobianos (por ejemplo: defensinas y lisosomas) y enzimas lisosomales hidrolíticas (Cohen, 

1994). A. phagocytophilum interfiere con el tráfico de vesículas para evitar los lisosomas, el 

compartimiento de inclusión de A. phagocytophilum no se parece a un endosoma porque este 

carece de receptor de transferrina (TfR), así como de otras estructuras. (Mott et al., 1999). A su 

vez, el compartimiento de inclusión también evita la fusión con las vesículas secretoras de 

NADPH oxidasa  con el fin de inhibir el anión superóxido de neutrófilos (Rikihisa, 2006). La 

proteína bacterina AnkA  aparentemente ingesa al núcleo e interactúa con regiones reguladoras 

de genes de defensa del hospedero que incluyen gp 91, un componente de NADPH oxidasa 

(García et al., 2009). 

 

A. phagocytophilum requiere colesterol para sobrevivir e infectar, siendo capaz de 

incorporar una cantidad de colesterol del hospedero dentro de la membrana (Lin y Rikihisa, 2003). 

La expansión de la inclusión durante la infección requiere también una fuente de lípidos, 

incluyendo el colesterol (Xiong et al., 2007). 

 

A.phagocytophilum infecta granulocitos alterando sus poderosas defensas 

antimicrobianas innatas, reduciendo la motilidad y capacidad fagocítica del neutrófilo (Garyu et 

al., 2005), y reduciendo la adherencia endotelial y transmigración de neutrófilos, que  hace a los 

humanos y animales infectados más susceptbles a infecciones oportunistas. La reducción de la 

adherencia del neutrófilo a las células endoteliales parece ser  por la pérdida de los ligandos 

PSGL-1 y L-sectin (Choi et al., 2003) promoviendo mayor tiempo de circulación de las células 

infectadas (Dumler et al., 2005). 

 

A pesar que el mecanismo de transferencia de bacterias de célula a célula no es conocido, 

el organismo induce liberación de interleucina 8 (IL-8) en humanos infectados, así como 

incremento de la expresión de CXCR2, un receptor de IL-8 que puede conducir a un mayor 

reclutamiento de neutrófilos susceptibles para la infección por el patógeno y su posterior 

absorción por garrapatas no infectadas (Akkoyunlu et al., 2001). 
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2.4.3.4 Inhibición de la apoptosis de la células hospederas 

El tiempo de vida media de los neutrófilos circulantes es de 10 a 12 horas, antes de entrar 

a los tejidos y de someterse a la muerte a través de la apoptosis, lo que hace un ambiente no 

favorable para los patógenos.  La apoptosis es el proceso de muerte celular programada y no solo 

se da para remover células dañadas o las células que ya no son necesarias, si no que es un 

importante mecanimo celular inmune innato para eliminar patógenos. Particularmente los 

neutrófilos de sangre periférica sufren el proceso de apoptosis espontánea y aceleran el proceso 

en respuesta a a infección con microorganismos (DeLeo, 2004).  La infección con A. 

phagocytophilum inhibe tanto la apoptosis espontánea como la inducida de  aislados de 

neutrófilos de sangre periférica de humanos, hasta por 48 o 96 horas, y esto le da suficiente tiempo 

a la bacteria para replicarse que toma lugar alrededor de 24 horas luego de la infección. (Ge et al., 

2005;  Yoshiie et al., 2000). 

 

2.4.3.5 Subversión de la autofagia 

La autofagia es un proceso esencial de una célula eucariota para secuestrar y digerir 

objetos intracelulares indesebales incluyendo patógenos intracelulares, para proteger el 

organismo y es considerado un mecanismo de respuesta inmune innata (Mitroulis et al., 2010). 

La autofagia es requerida para la infección bacterian, la formación del autofagosoma favorece la 

infección con A. phagocytophilum (Molt y Rikihisa, 2000). 

 

2.4.4 Patogénesis y respuesta inmune 

La patogénesis de A. phagocytophilum es poco entendida, pero la pequeña cantidad de 

bacterias detectadas en la sangre de humanos y animales sugiere un curso de eventos 

inmunopatológicos, tales como la estimulación mediada por citoquinas de los macrófagos del 

hospedero y la actividad de fagocitos mononucleares no específicos. Cuya evidencia serían los 

casos de inflamación pulmonar grave, daño alveolar y vasculitis de las extremidades en ausencia 

de organismos bacterianos. La infección también puede inducir una hiperactividad inflamatoria, 

tal como un síndrome de tipo shock séptico, o un daño alveolar difuso que conduce al síndrome 

de dificultad respiratoria (Day, 2016).  
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En suero de humanos y perros con Anaplasmosis granulocítica se han detectado 

anticuerpos antiplaquetas, sugiriendo un  mecanismo inmunomediado de la trombocitopenia 

(Day, 2016).  

 

In vitro, los neutrófilos infectados con  A phagocytophilum estimulan la producción de 

Interleucina (IL)-8 y otras citoquinas (proteína inflamatoria de macrófagos (MIP) -1�  y MIP-1� ; 

y  proteína de quimiotaxis de monocitos -1 (MCP-1)) (Klein et al., 2000), expresión y secreción 

de células T normales, estas citoquinas inhiben la hematopoyesis In vitro e In vivo. IL-8 es 

quimiotáctico de neutrófilos y linfocitos T, mejora la fagocitosis, mejora la actividad celular 

respiratoria de los neutrófilos, y mejora la angiogénesis, mientras que la MIP-1�  y MIP -1�  son 

quimiotácticos de monocitos, macrófagos y linfocitos T.  La producción de los quimiotácticos de 

leucocitos, que también pueden suprimir la hematopoyesis, resultan en la mielosupresión (Day, 

2016). 

 

Los mecanismos de cómo los hospederos pueden superar la inmunomodulación celular y 

humoral inducida por A. phagocytophilum ha sido ampliamente estudiada; las citoquinas que 

implican IFN �  juegan un papel importante en el control temprano de la rickettsemia. En los 

primeros días de la infección, IL-12, IL-18, IL-23, y el IFN tipo I producido por células 

dendríticas estimulan la producción de IFN �  por Linfocitos T (Natural Killer) (Day, 2016). Los 

niveles séricos  de IFN �  se elevan tempranamente en la infección por A. phagocytophilum, 

durante  un periodo de 8 a 10 días. La inmunidad humoral tiene un papel importante en el control 

de la infección, ya que los anticuerpos se dirigirán a las bacterias durante las fases extracelulares 

de la infección y dentro de la replicación de inclusiones, aumentando la actividad fagocitaria 

(Day, 2016). 

 

2.4.5 Factores requeridos por la garrapata para la transmisión 

La garrapata es un vector biológico donde A. phagocytophilum se replica y persiste a 

través de las mudas y se va transmitiendo transestadialmente (Hodzic et al., 1998; Katavolos et 

al. 1998). Recientes estudios han aportado información sobre el rol de las garrapatas en la 

transmisión. Uno de ellos es la proteína de la garrapata I. scapularis, salp16, que es inducida 

durante la ingurgitación de la garrapata y es requerida para la infección con A. phagocytophilum 

(Sukumaran et al., 2006). Esto se debe a que A. phagocytophilum migra normalmente de ratones 
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infectados con A. phagocytophilum al intestino de garrapatas deficientes de salp16 tras la 

ingurgitación, pero hasta el 90% de las bacterias que ingresan a la garrapata son incapaces de 

infectar exitosamente las glándulas salivales de I. scapularis (Sukumaran et al., 2006).  

 

El intestino medio y las glándulas salivales de las garrapatas desempeñan papeles 

importantes pero muy diferentes durante la infección, multiplicación y transmisión de patógenos 

(Mercado-Curiel et al., 2011; Hajdusek et al., 2013). El intestino de garrapatas son probablemente 

en tejido más importante para la supervivencia, ya que son el sitio inicial de captación y 

replicación, mientras las glándulas salivales son el lugar final para la replicación y la transmisión 

(de la Fuente et al., 2016). 

 

A. phagocytophilum inhibe la apoptosis a ravés de Janus quinasa/transductores de señal y 

activadores de la vía de transcripción (JAK/STAT) en el intestino medio de garrapatas; mientras 

que en las glándulas salivales, la apoptosis intrínseca mitocondrial es inhibida por la respuesta 

celular de la garrapata con la activación de la apoptosis extrínseca. Con el fin de establecer la 

infección en estos dos lugares (Ayllón et al., 2015). 

 

2.5 SIGNOS CLÍNICOS 

La severidad de la enfermedad dependerá de la edad, la variante genética y la 

susceptibilidad del hospedero a la infección. 

2.5.1 En perros (Anaplasmosis Granulocítica canina): 

El periodo de incubación es de 4 a 14 días dependiendo del estado inmunológico del 

individuo afectado (Diniz y Breitschwerdt, 2011; Bjoersdorff, 2016). Se han reportado signos 

clínicos casi exclusivamente asociados con enfermedad aguda (Diniz y Breitschwerdt, 2011).  

 

La mayoría de perros infectados con A. phagocytophilum no tienen signos inespecíficos 

de la enfermedad, pero la fiebre es el signo más frecuente, presente en 61% a 90% de perros 

afectados; a su vez, el letargo y anorexia son también signos frecuentes, ocurriendo en el 75% de 

perros. También pueden observarse signos más localizados referentes al sistema músculo 

esquelético (cojera), sistema respiratorio (tos) y sistema gastrointestinal (diarrea). Las 
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manifestaciones sistémicas pueden incluir hemorragia, shock y falla multiorgánica (Bjoersdorff, 

2016). 

 

La ausencia de asociación entre el número de perros expuestos y el bajo número de perros 

clínicamente enfermos en áreas endémicas sugiere que algunos perros pueden controlar la 

infección sin manifestación clínica (Day, 2016). Por lo tanto la Anaplasmosis granulocítica canina 

subclínica puede ser un enfermedad autolimitada en un gran número de perros 

inmunocompetentes, pero los perros enfermos deben ser tratados con antibióticos adecuados para 

facilitar una resolución más rápida (Bjoersdorff, 2016). 

 

2.5.2 En caballos (Anaplasmosis Granulocítica equina): 

Los signos clínicos generales incluyen fiebre, depresión, inapetencia parcial, leves 

petequias, ictericia, ataxia, edema de las extremidades en su porción distal muchas veces asociado 

a vasculitis. A su vez, la urticaria extensa puede estar asociada con anaplasmosis equina (Gribble, 

1969). 

 

          La severidad de los signos clínicos de la Anaplasmosis Granulocítica Equina (EGE) está 

en función de la edad de los caballos y la duración de la enfermedad, lo que hace difícil 

reconocerla en una primera evaluación del animal (Pusterla y Madigan, 2015).  

 

          En los caballos adultos (mayores de 4 años) los signos se desarrollan progresivamente: 

fiebre, depresión, anorexia parcial, edema de extremidades, petequias (Meuten y Buergelt, 2014), 

ictericia, ataxia y resistencia al movimiento. Al parecer, los caballos menores de 4 años 

desarrollan signos más leves, incluyendo una moderada fiebre, depresión, leve edema de 

extremidades. En los caballos menores de 1 año, es difícil reconocer la signología, ya que solo 

hay presencia de fiebre que fluctúa de 39.4° a 41.3°C entre el primer y segundo día de infección 

(Pusterla y Madigan, 2015) (Figura 5).   
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        Si no reciben tratamiento, los signos clínicos progresan en el transcurso de los días y los 

caballos no tratados a menudo se recuperan en 10 a 14 días, por ello se considera que la 

enfermedad es normalmente autolimitante (Gerhards et al., 1987, Gribble, 1969).  

            

 En caballos infectados naturalmente se desconoce la incidencia de la enfermedad clínica; 

sin embargo, parece ser que en áreas endémicas, la infección subclínica con Anaplasma 

phagocytophilum es común, es por ello que muchos caballos desarrollan títulos de anticuerpos 

contra este agente sin haber presentado signos clínicos (Madigan, 1993). 

 

 La mortalidad podría darse, pero está asociada a injuria secuandaria a trauma como 

consecuencia de la incoordinación y por infección secundaria presumiblemente asociada a 

inmunosupresión debido a la infección cono E. equi (ahora A phagocytophilum). 
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Figura 5. Manifestaciones clínicas en caballos con Anaplasmosis granulocítica equina. (a) 
Petequias en la mucosa del septo nasal. (b) Ictericia de la esclerótica. (c) Edema de la porción 
distal de las extremidades. (d) Urticaria generalizada: tegumento irregular, especialmente en 
tórax, cuello y extremidades proximales. Adaptado de: (Pusterla y Madigan, 2014). 
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2.5.3 En Humanos (Anaplasmosis Granulocítica humana): 

Se puede presentar como una enfermedad febril aguda de origen desconocido 

caracterizada por fiebre alta (temperatura >39°C), pudiendo estar acompañada de dolor de cabeza, 

dolor muscular, malestar, resfrío, náuseas, dolor abdominal, tos, confusión y erupciones cutáneas 

(raro en Anaplasmosis). Sin embargo, es importante saber que pocas personas con la enfermedad 

desarrollarán todos los síntomas, y el número y combinación de estos varían grandemente de 

persona a persona. Usualmente los síntomas ocurren dentro de la primera y segunda semana 

después de la picadura de una garrapata infectada (CDC, 2018), a veces puede ser nombrada como 

“Influenza de verano” (Franzén, 2008).  

 

Anaplasmosis puede ser fatal si no es tratada correctamente, incluso en personas 

previamente sanas, los signos clínicos severos pueden incluir dificultad respiratoria, hemorragia, 

falla renal y problemas neurológicos. La tasa de fatalidad estimada es menor al 1%, generalmente 

asociado a un retraso en el inicio del tratamiento, pacientes de mayor edad, pacientes con 

complicaciones bacterianas oportunistas y/o antecedentes médicos como diabetes mellitus o 

inmunocomprometidas (Dumler et al., 2007). Personas que son tratadas tempranamente pueden 

recuperarse rápidamente con medicación ambulatoria, mientras quienes experimentan la forma 

severa pueden requerir antibióticos endovenosos, prolongada hospitalización o cuidados 

intensivos (CDC, 2018). 

 

La picadura de la garrapata no es usualmente dolorosa, por ello algunos pacientes  que 

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

 

2.6 DIAGNÓSTICO 

Anaplasmosis granulocítica debe considerarse en pacientes con enfermedad febril aguda 

que vivan en un área geográfica donde la enfermedad es endémica o con historia de viajes a estas 

zonas, especialmente durante una época en la que las garrapatas buscan hospederos (primavera, 

verano, otoño) (Bjoersdorff, 2016; CDC, 2018). 

 

El diagnóstico de Anaplasmosis es inicialmente basada en la presentación clínica, y luego 

es confirmada con el uso de pruebas de laboratorio confirmatorias (CDC, 2018).  
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Madigan y Pusterla (2000) refirieron que la confirmación de un diagnóstico clínico 

provisional de Ehrlichiosis granulocitica equina (ahora Anaplasmosis granulocitica equina) está 

basado en los signos clínicos, anormalidades hematológicas con leucopenia y trombocitopenia, y 

demostración de cuerpos de inclusión o mórulas de E.equi (ahora A. phagocytophilum) en al 

menos tres neutrófilos de un frotis de sangre. Alternativamente, el diagnóstico puede ser 

cofirmado por la demostración de un incremento del título de anticuerpo mediante la prueba de 

Inmunofluorescencia indirecta (IFI) y la Reacción en cadena de la polimerasa (PCR), la cual se 

considera altamente sensible y específica.  

�

De acuerdo a Centers for Disease Control and Prevention (CDC), para definir un caso de 

Anaplasmosis granulocítica en personas, tiene tres niveles diferentes:  

Nivel 1. Se considera sospechoso cuando se detecta evidencia de laboratorio de infección pasada 

o presente, pero no hay información clínica disponible. 

Nivel 2. Se considera caso probable o compatible cuando hay evidencia clínica conocida (fiebre, 

o uno o más de los siguientes signos conocidos como dolor de cabeza, mialgia, anemia; además 

de leucopenia, trombocitopenia o cualquier elevación de la enzima aminotransferasa), con 

resultados de laboratorio de apoyo como pruebas serológicas que evidencien exposición o 

identificación de mórulas en neutrófilos o eosinófilos. 

 Nivel 3. Por último se considera caso confirmado cuando una infección clínicamente compatible 

tiene confirmación de laboratorio basada en evidencia serológica con un incremento de 4 veces 

el título de anticuerpos Ig G específicos de A. phagocytophilum, o amplificación de ADN 

específica por PCR, o aislamiento de las rickettsias en cultivo celular.  

 

Aunque no se ha establecido un protocolo para definir un caso de Anaplasmosis 

granulocíttica en perros o caballos, se deben utilizar criterios similares (Diniz y Breitschwerdt, 

2011), con adaptaciones debido al limitado acceso a métodos de diagnóstico y a la variedad de 

agentes infecciosos que los afectan.  

 

2.6.1 Diagnóstico Hematológico 

2.6.1.1 Alteraciones citopénicas 
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Excluyendo la presencia de mórulas, el hallazgo de laboratorio más útil para el 

diagnóstico es la trombocitopenia leve a moderada (Gribble, 1970).  

En animales domésticos y humanos, durante y después de la bacteremia, la enfermedad 

se caracteriza por una leve a severa trombocitopenia y leucopenia (Agüero-Rosenfeld et al., 1996; 

Rikihisa et al., 2011).  

 

La leucopenia es el resultado de la temprana linfopenia que luego puede estar acompañada 

de neutropenia. La leucopenia puede estar seguida por leucocitosis transitoria (Bjoersdorff, 2016). 

A su vez, en algunos casos  ha sido reportada  leve a moderada anemia normocítica normocrómica 

no regenerativa (Diniz y Breitschwerdt, 2011). 

 

En equinos han sido reportados trombocitopenia, leucopenia asociada a linfopenia y 

neutropenia; y anemia (Gribble, 1969, Madigan y Gribble 1987; Franzén et al., 2005, Butler et 

al., 2008, Hilton et al., 2008). 

 

2.6.1.2 Hallazgos en Frotis sanguíneo 

La evaluación microscópica de un frotis de sangre periférica o de la capa flogística (buffy 

coat) es una herramienta diagnóstica práctica y rentable; que se basa en la detección de cuerpos 

de inclusión o mórulas en el citoplasma de granulocitos de individuos infectados, que suelen 

evidenciarse durante fase aguda de la enfermedad o bacteremia que cursa con fiebre (Gribble, 

1969), y están típicamente ausentes en la fase tardía de la infección (Woldehiwet, 2010). Sin 

embargo, algunas especies como las ovejas y los perros pueden estar infectados persistentemente 

y pueden dar resultados positivos para PCR y evidenciar inclusiones en neutrófilos meses después 

de la infección (Egenvall et al., 2000; Sttuen et al., 2001). 

 

Las mórulas son a menudo escasas y difíciles de detectar, por tanto un frotis de sangre 

negativo no puede descartar la infección (Franzén et al., 2005; Bjoersdorff, 2016), por lo que se 

deberá recurrir a otros métodos diagnósticos.  
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La mórula puede ser visualizada en menos del 1% inicialmente, hasta 20 a 30% de los 

neutrófilos en los días 3 a 5 de la infección en caballos (Madigan y Pusterla, 2000) y más de una 

mórula podría encontrarse en una sola célula infectada (Franzén, 2008; Uehlinger et al., 2011). 

 

Un estudio realizado en humanos describió que en solo 3 de 12 (25%) pacientes con 

signos clínicos de Anaplasmosis granulocítica humana se detectaron mórulas en sus neutrófilos y 

eosinófilos y la proporción de granulocitos infectados fue de 0.3% y 6% (Agüero-Rosenfeld et 

al., 1996).  En perros de áreas endémicas un 38% de animales con signos clínicos compatibles 

tienen  mórulas dentro de neutrófilos; en estos perros, el porcentaje de neutrófilos con mórula de 

A. phagocytophilum varía de 7% a 32% (Diniz y Breitschwerdt, 2011). Gribble (1970) refirió que 

es posible evidenciar cuerpos de inclusión de E. equi (ahora A. phagocytophilum) durante 10 días, 

infectando hasta el 73% de neutrófilos en caballos (Gribble, 1969). 

 

En un estudio hematológico realizado en Venezuela en caballos con signos clínicos 

compatibles con la enfermedad, llegaron a la conclusión que si durante la evaluación del frotis 

sanguíneo, se evidenciaban monocitos vacuolados y eritrofagocitosis se debería seguir 

sospechando de la enfermedad, a pesar de no evidenciar mórulas, debido a que una vez iniciado 

el tratamiento los animales mostraron mejoría (Arraga et al., 1992). 

 

El diagnóstico de Anaplasmosis granulocítica equina puede ser dado mediante la 

observación de cuerpos de inclusión o la mórula dentro del citoplasma de granulocitos en el frotis 

sanguíneo de animales con signología (Madigan y Gribble 1987), ya que es el único 

microorganismo reportado que infecta neutrófilos y eosinófilos en este individuo.  

 

Tanto en perros como en humanos, la observación de la mórula en el citoplasma de 

granulocitos, no solo sugiere infección con A. phagocytophilum, debido a que no es el único 

microorganismo que infecta estas células; Ehrlichia ewingii es otro microorganismo que puede 

ser encontrado en esta célula y es morfológicamente indistinguible de A. phagocytophilum, por 

ello es sumamente necesario un segundo método de diagnóstico (CDC, 2018).  

 



�
�

�	�
�

Para poder visualizar los cuerpos de inclusión o mórulas, los frotices debes ser teñidos 

con: 

2.6.1.2.1 Tinción Giemsa o Wright: 

Son tinciones de tipo Romanowsky (Carrade et al.,  2009) que están formadas por un  

colorante ácido y uno o varios colorantes básicos. Estas tinciones son usadas para la evaluación 

citológica de los frotices sanguíneos o de capa blanca (buffy coat), mediante la utilización del 

microscopio de inmersión con Luz artificial.  

Se pueden visualizar los cuerpos de inclusión o mórulas de color azul oscuro (un tono 

más oscuro que el núcleo de la célula), a azul pálido, a manera de manchas irregulares en el 

citoplasma (Figura 6). Los autores refieren que las estructuras intracitoplasmáticas compatibles 

con cuerpos de inclusión, podrían ser confundidas con granulaciones tóxicas, cuerpos de Döhle, 

plaquetas superpuestas o artefactos de la coloración (Walker, 1999; Harvey, 2012), por ello 

existen métodos que podrían complementar el diagnóstico.  

 

2.6.1.2.2 Tinción Naranja de acridina: 

Naranja de Acridina es una tinción metacromática y fluorescente selectiva del ácido 

nucleico, que interactúa con el ADN y el ARN  por intercalación o atracción electrostática 

respectivamente (Koneman et al., 1999). 

 

Naranja de acridina cuando está asociado al ADN, presenta un máximo de excitación a 

502 nm y una emisión a 525 nm (en el verde); cuando está asociado al ARN, la excitación máxima 

deriva a 460 nm (en el azul) y la emisión máxima a 650 nm (en el rojo). Además emite 

fluorescencia verde cuando se une a ADN bicatenario y fluorescencia roja cuando se une a ADN 

monocatenario o a ARN.  

 

Los frotices teñidos con la tinción Naranja de acridina son observados con el microscopio 

de fluorescencia y los corpúsculos de inclusión o mórulas se ven como estructuras que fluorescen 

de color anaranjado en el citoplasma de neutrófilos (Figura 5) (Gribble, 1969; Engvall et al., 1996; 

Franzén et al., 2009). Tal como lo describe Forbes (2009), quien refiere que con esta tinción las 

bacterias fluorescen de un color anaranjado brillante sobre un fondo verde fluorescente o sobre 

un fondo oscuro (Forbes, 2009). 
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Esta tinción es recomendada para  la detección de bacterias, cuando estas se encuentran 

en concentraciones bajas, cuando la tinción de Gram es difícil de interpretar o se sospecha con 

fuerza de la presencia de bacterias pero no se la detecta en la microscopía óptica. Si bien esta 

tinción puede utilizarse para optimizar la detección, no 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 la visualización de la mórula es específica 

para el diagnóstico de la enfermedad, es muy limitada por su baja sensibilidad y especificidad. 

Esto se debe a que las mórulas están presentes solo durante un corto período de tiempo durante la 

enfermedad, además los reportes de la presencia de la bacteria en los neutrófilos es baja (Franzén 

et al., 2005). Por tanto podrían darse resultados falsos negativos si el diagnóstico se basa 

únicamente en la detección de mórulas (Uehlinger et al. 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 teñidos con tinción Wright, Giemsa o similares 

en situaciones en las que se observen granulaciones tóxicas en neutrófilos, cuerpos de Döhle, 

plaquetas superpuestas o artefactos de la coloración. A su vez, depende de la visualización y 

criterio del observador, es decir a su experiencia (Walker, 1999; Harvey, 2012). Esto no ocurre 

con la tinción Naranja de Acridina, debido a su selectividad por el ácido nucleico.  

 

En Suecia se realizó un estudio en pacientes (ganado, perros y caballos) con signos 

clínicos compatibles con Ehrlichiosis granulocítica (ahora Anaplasmosis granulocítica), donde 

compararon la evaluación microscópica (visualización de cuerpos de inclusión o mórulas en 

frtoices de sangre teñidos con tinción Giemsa y Naranja de Acridina), con la serología (IFI) y una 

prueba molecular (PCR), llegando a la conclusión que la PCR era el método más confiable para 

detectar la enfermedad. Sin embargo, la PCR fue un poco menos sensible que la evaluación 

microscópica, debido a que no pudo detectar la enfermedad en un caballo y un perro, mientras 

que la miscroscopía si evidenció mórulas (Engvall et al., 1996). Además, se han reportado casos 

en los que la PCR ha tenido problemas con la sensibilidad en muestras clínicas (Igbal et al., 1994). 
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2.6.2 Hallazgos en Bioquímica sanguínea 

Figura 7. Tinción Naranja de Acridina para detección de Anaplasma phagocytophilum en frotis 
sanguíneo. Granulocito rodeado de eritrocitos. En el citoplasma del granulocito es posible ver una 
mórula con anaplasmas agrupados (flecha roja), así como también se evidencian anaplasmas libres 
(flecha celeste). Tomada y adaptada de: Marianne Pesson (SVA) y Karl-Erick Johansson (SLU y 
SVA). 
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Los estudios de la evaluación de la bioquímica sanguínea son escasos, sin embargo, 

animales y humanos que padecen Anaplasmosis granulocítica, tienen un incremento de la 

actividad de la enzima aminotransferasa que sugiere una leve a amoderada injuria hepática 

(Dumler et al., 2007; Bjoersdorff, 2016). 

 

2.6.3 Detección molecular 

La reacción en cadena de la polimerasa (PCR) es la herramienta diagnóstica más sensible 

y específica que busca las mórulas circulantes y proporciona confirmación confiable de la especie.  

Se han descrito varias técnicas de PCR para la detección de ADN de A. phagocytophilum de 

sangre periférica, capa leucocitaria, médula ósea, aspirados de ganglios linfáticos, aspirados 

esplénicos, líquido sinovial, líquido cefalorraquídeo o muestras de tejidos. Algunos genes diana 

incluyen 16S rRNA, groEL, ankA, msp2, 100 kDa, 130 kDa y Hsp-70 (Bjoersdorff, 2016). 

 

La sangre es la muestra óptima para la prueba de PCR; sin embargo, la sangre debería ser 

colectada antes de la administración antibacteriana, o la probabilidad de detectar el ADN 

bacteriano disminuye significativamente (CDC, 2018). 

 

La PCR es más sensible que la miscroscopía directa, ya que la bacteria puede ser 

detectada en la circulación por un periodo de tiempo más largo en comparación con la 

microscopía, además de proporcionarnos un diagnóstico temprano como lo evidenciado en 

caballos infectados experimentalmente con una cepa de A.phagocytophilum donde se detectó el 

agente 2 a 3 días antes de la aparición de los signos clínicos hasta 4 a 9 días después de la 

reducción de estos (Franzén et al., 2005). 

 

A pesar de  su exactitud, los ensayos de PCR están sujetos a resultados falsos positivos y 

falsos negativos, como es el caso de cualquier otra técnica de diagnóstico, es por ello que un 

resultado negativo no es completamente el diagnóstico, y el tratamiento no debería ser dejado 

(CDC, 2018). Además, dependiendo del tipo de ensayo utilizado y de la concentración en la 

muestra, el ADN de otras alfa-proteobacterias, especialmente Anaplasma platys, podría 

amplificarse y causar falsos positivos (Diniz y Breitschwerdt, 2011).  
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2.6.4 Detección Serológica 

El diagnóstico de A. phagocytophilum puede depender de pruebas serológicas sino se 

encuentran mórulas en los neutrófilos de la sangre periférica y si no se dispone de un ensayo de 

PCR (Pusterla y Madigan, 2014). 

Estudios experimentales en perros y caballos han documentado que la seroconversión de 

A. phagocytophilum ocurre 2 a 5 días después de la primera aparición de la mórula en sangre 

periférica. Después de la infección, los títulos de anticuerpos contra A. phagocytophilum pueden 

tener valores no detectables (negativo) en 7 a 8 meses o 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, Laboratorio IDEXX, Westbook, ME) es 

utilizada para la detección de anticuerpos contra Anaplasma phagocytophilum en perros. Esta 

técnica utiliza una proteína recombinante msp2/p44 que debe detectar todas las cepas de 

Anaplasma phagocytophilum en los Estados Unidos. Debido a que fue desarrollada como una 

prueba de detección, los resultados positivos siempre deben estar asociados con signos clínicos y 

anomalías de laboratorio.  

 

Los perros serorreactivos clínicamente sanos deben tener controles sanguíneos 

(hemogramas y perfiles bioquímicos) para detectar anomalías.  Si no se detectan otras anomalías 

clínicas o de laboratorio, el tratamiento antibiótico no está indicado. Se debe tener en cuenta que 

el antígeno de Anaplasma platys causante de Anaplasmosis Trombocítica reacciona de forma 

cruzada con anticuerpos de A. phagocytophilum. Por otro lado,  no se ha documentado reacción 

cruzada entre los anticuerpos de Anaplasma o Ehrlichia en perros, por tanto se puede utilizar para 

distinguir infecciones con estos géneros (Diniz y Breitschwerdt, 2011). 

 

 

2.6.4.2 Inmunofluorescencia 

El Gold Estándar es la prueba de Inmunofluorescencia indirecta (IFI) para la 

inmunoglobulina G (IgG) usando el antígeno A. phagocytophilum,  el cual es diagnóstico cuando 
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el incremento del título de anticuerpos es superior a cuatro veces el título en fase aguda. Para ello 

las muestras deben ser tomadas en dos momentos, durante la fase aguda y en la fase tardía con 2 

a 4 semanas de diferencia para poder demostrar la existencia de seroconversión (CDC, 2018). 

 

Cuando un individuo desarrolla anaplasmosis, su sistema inmune produce anticuerpos 

contra A. phagocytophilum, con títulos de anticuerpos detectables usualmente observados por 7 a 

10 días después del inicio de la enfermedad. Por tanto, un test negativo durante la primera semana 

de enfermedad no descarta Anaplasmosis (CDC, 2018).  

 

Los individuos  mayores son más propensos a tener resultados seropositivos que los 

individuos más jóvenes debido a la mayor oportunidad de exposición a lo largo del tiempo (Diniz 

y Breitschwerdt, 2011). 

  

Los ensayos de IFI para la inmunoglobulina M (IgM)  también pueden ser ofrecidos por 

laboratorios de referencia, sin embargo, no son necesariamente indicadores de infección aguda y 

pueden ser menos específicos que los anticuerpos IgG (CDC, 2018). 

 

En un estudio experimental, los caballos seroconvirtieron 12 a 16 días después de la 

inoculación, alcanzando los títulos máximos dentro de 3 a 7 días desde que se identificó la 

seropositividad (Franzén et al., 2005).  

 

2.6.5 Cultivo celular 

El cultivo de  asilamiento de A. phagocytophilum solamente está disponible en 

laboratorios especializados (CDC, 2018). 

 

2.7 DIAGNÓSTICO DIFERENCIAL 

Deberá condierarse al resto de enfermedades febriles y con signos clínicos similares como 

Babesiosis/Piroplasmosis causados por B. burgdorferi, B. caballi, Theileria equi; así como 

Anemia infecciosa equina causado por el virus de anemia infecciosa equina,  Arteritis viral equina 
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cuyo agente es el virus de la arteritis equina, Encefalitis equina, Herpervirus equino y 

Leptospirosis (Butler et al., 2008).  

 

2.8 TRATAMIENTO 

Los derivados de Tetraciclinas son exclusivamente recomendados para el tratamiento de 

A. phagocytophilum (Diniz y Breitschwerdt, 2011).  

 

En caballos ha sido efectivo el tratamiento con oxitetraciclina a 7mg/kg de peso, 

administrado por vía endovenosa, por 5 a 7 días para acelerar la recuperación y aliviar los signos 

clínicos (Madigan y Gribble 1987). Se observa una pronta mejoría clínica, incremento de apetito 

y disminución de fiebre dentro de las 12 horas. Si la fiebre no cesa dentro de las 24 horas indica 

estrictamente otra causa de enfermedad. En raras ocasiones, los caballos  tratados durante menos  

de 7 días recaen dentro de los siguientes 30 días (Pusterla y Madigan, 2014). 

 

Cuando no se da tratamiento, la enfermedad puede ser autolimitada en 2 a 3 semanas, si 

no hay enfermedad concurrente, sin embargo la pérdida de peso, el edema y ataxia aumentan la 

gravedad y duración. En los caballos tratados, la ataxia persiste durante 2 a 3 días, y el edema de 

la extremidad puede persistir durante varios días. Los cuerpos de inclusión generalmente son 

difíciles de encontrar después del primer día de tratamiento y ya no están presentes dentro de 48 

a 72 horas. Se recomiendan medidas de apoyo en casos severos, incluyendo la terapia con fluidos 

y electrolitos, confinamiento en los casos de caballos severamente atáxicos para prevenir lesiones 

secundarias. El pronóstico de Anaplasmosis equina es bueno en los casos no complicados, en 

contraste con algunos de los diagnósticos diferenciales (Pusterla y Madigan, 2014). 

 

En perros, el tratamiento con Doxiciclina (5 – 10 mg/kg vía oral cada 24 horas por 10 a 

21 días) parece ser el más efectivo. En los animales jóvenes, la doxiciclina todavía es considerada 

la droga de primera elección, ya que la hipoplasia y la decoloración se consideran bajas cuando 

se equilibran contra el riesgo de infección grave. En algunos casos se recomienda el tratamiento 

con doxiciclina por 4 semanas, cuando se considera que puede existir infección concomitante con 

Borrelia burgdorferi, debido a que el mismo vector transmite ambas bacterias (Bjoersdorff, 

2016). 
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En Humanos, la primera línea de tratamiento para niños y adultos de todas las edades es 

doxiciclina (CDC, 2018).  

�  Adultos: 100 mg cada 12 horas 

�  Niños menores de 45 kg (100 libras): 2,2 mg / kg de peso corporal administrado dos veces 

al día 

Los pacientes deben ser tratados durante al menos 3 días después de que la fiebre 

disminuye y hasta que haya evidencia de mejoría clínica. La duración estándar del tratamiento es 

de 7 a 14 días. Algunos pacientes pueden seguir experimentando dolor de cabeza, debilidad  y 

malestar durante semanas después de un tratamiento adecuado (CDC, 2018). 
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III. MATERIALES Y MÉTODOS 

 

3.1 LUGAR Y ÉPOCA DE EJECUCIÓN DEL ESTUDIO 

 

El estudio se realizó en la Provincia de Chiclayo que pertenece al departamento de 

Lambayeque (Perú), la cual está ubicada a 27 msnm en la costa norte del Perú. Sus coordenadas 

geográficas están entre los 06º43'34" de latitud sur y 79°46'49 de longitud oeste, presenta un clima 

subtropical con temperatura promedio de 18 a 32°C y precipitación de 40 mm (INIA, 2017). �

 

Se colectaron muestras de sangre de caballos provenientes de 4 Haras (Policía Montada 

de Chiclayo y de 3 haras locales privados) durante el mes de Marzo del año 2015. 

 

El estudio tuvo tres etapas: la Primera etapa Hematológica se llevó a cabo en el Centro 

Veterinario “Más que patas” ubicado en la ciudad de Chiclayo; la Segunda etapa se realizó en el 

Laboratorio de Patología Clínica Veterinaria de la FMV – UNMSM y la tercera etapa, en el 

Laboratorio de Epidemiología y Economía Veterinaria de la FMV – UNMSM, ambos ubicados 

en Lima Metropolitana. Las cuales se realizaron entre los meses de Marzo del 2015 y Agosto del 

2017. 

 

 

3.2 MATERIALES 

3.2.1. Animales 

Para el presente estudio se trabajó con un total de 100 caballos, provenientes de 4 haras: 

46 animales de la Policía Montada de Chiclayo y 54 animales de tres haras locales privados (con 

31, 19 y 4 individuos cada uno). Para el muestreo se consideró la totalidad de animales de cada 
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establecimiento, sin distinción de sexo, edad o raza; ninguno manifestó signos de enfermedad el 

día de la toma de muestra (aparentemente sanos), y tenían antecedentes de exposición a 

garrapatas. 

3.2.2. Materiales y equipos 

3.2.2.1 Materiales para la toma de muestra y almacenamiento 

�  Tubos de muestra con anticoagulante (EDTA). 

�  Agujas 18 x 1 ½  

�  Guantes de látex 

�  Algodón 

�  Alcohol 70° 

�  Gradillas para tubos 

�  Geles refrigerantes  

�  Cooler  

 

3.2.2.2 Materiales para Hematología 

a.  Materiales de vidrio  

�  Pipeta de Thoma para glóbulos blancos 

�  Pipetas de Thoma para glóbulos rojos 

�  Pipeta de Sahli 

�  Cámaras de Neubauer 

�  Microcapilares sin anticoagulante 

�  Láminas portaobjetos 

�  Tubos de ensayo 

 

b. Reactivos 

�  Tinción Wright 

�  Tinción Naranja de acridina 

�  Solución Buffer  (agua destilada) 

�  Metanol 
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�  Reactivo de Drabkin para determinación de Hemoglobina 

�  Dilutor de glóbulos rojos (Cloruro de sodio al 0.85%) 

�  Dilutor de glóbulos blancos (Ácido clorhídrico al 1%) 

c. Equipos 

�  Microscopio de inmersión con Luz artificial “Leica DM 500” 

�  Cámara de Microscopio “Leica ICC 50” 

�  Microscopio de fluorescencia “ ZEISS Axioskop 40” 

�  Microcentrífuga para microcapilares 

�  Fotometro 4010 Manheim Boehringer 

d. Otros 

�  Mechero de Alcohol 

�  Pipeta de 1000 ul 

�  Aceite de inmersión  

�  Manguerillas de goma 

�  Cronómetro 

�  Contador celular (Diferenciador celular) 

�  Secadora 

�  Sistema descartable de para eliminación de material cortopunzante (agujas) o 

contaminado. 

�  Ficha de trabajo 

 

3.3 MÉTODOS 

3.3.1 Datos de los animales en estudio 

Se diseñó una ficha de trabajo en la que se colectaron los datos de cada animal, tales como: 

procedencia, identificación, sexo, edad,  raza y antecedentes de exposición a garrapatas. Se les 

asignó un código para su ingreso al estudio  

3.3.2 Toma de muestra 

Se colectó 3 ml de sangre a partir de la vena yugular externa (sistema de colección por 

goteo para evitar hemólisis de las muestras), para ello previamente se desinfectó (alcohol 70°) la 

zona de venopunción, se utilizaron agujas de calibre 18 x 1 1/2  mm., tubos comerciales con 
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EDTA con capacidad para 3ml los cuales fueron rotulados con el código asignado. Los operarios 

utilizaron guantes de protección. Las muestras fueron homogenizadas inmediatamente luego de 

su extracción para evitar la formación de coágulos. 

 

3.3.3 Evaluación hematológica 

La evaluación hematológica que consiste en la determinación de los valores de las 

variables hematológicas de la Serie eritrocítica (hematocrito, hemoglobina, recuento total de 

glóbulos rojos), de la Serie leucocítica (recuento total de leucocitos, recuento diferencial relativo 

y absoluto), y de la Serie trombocítica (recuento total de plaquetas), además de la revisión del 

frotis sanguíneo para detección de anormalidades en la morfología de las células, así como para 

la búsqueda de agentes patógenos (Uehlinger et al., 2011). 

Los procedimientos fueron realizados deacuerdo a lo establecido en el Manual de 

patología clínica en veterinaria (Benjamin, 1991). 

 

3.3.3.1 Determinación del Hematocrito (%) 

         Se homogenizó la muestra con movimientos rotatorios durante unos segundos, luego se 

llenó  el microcapilar (sin anticoagulante) hasta las tres cuartas partes del mismo y se procedió a 

sellar el extremo libre con ayuda del mechero de alcohol, para luego colocar el microcapilar en la 

microcentrífuga por 5 minutos a 15, 000 rpm. Finalmente se retiró el microcapilar y se determinó 

el porcentaje hematocrito expresado en porcentajes en una escala de referencia para hematocritos.  

 

3.3.3.2 Recuento de Glóbulos rojos (x106/µl) 

Se homogenizó la muestra con movimientos rotatorios durante unos segundos, luego se 

llenó la pipeta de Thoma para glóbulos rojos hasta 0.5 con la muestra de sangre y se continuó el 

llenado con el dilutor para glóbulos rojos (NaCl 0.85%) hasta la marca 101 µl (pasando por el 

bulbo) y se colocó en posición horizontal para llevarla al agitador de pipetas por 40 segundos 

aproximadamente. Una vez homogenizado, se eliminó 3 a 4 gotas de la mezcla y se cargó por 

capilaridad uno de los lados de cámara de Neubauer, se esperó 1 minuto para que los glóbulos 

rojos puedan observarse con claridad a objetivo de 10 X. Finalmente se contabilizaron los 

glóbulos rojos que se encuentran en los 4 extremos y el centro de los cuadrantes de conteo y la 

suma de estos se multiplicó por 10 000, dando un resultado: Número de eritrocitos / µl de sangre. 
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3.3.3.3 Recuento de Glóbulos blancos (x103/µl) 

Se homogenizó la muestra con movimiento rotatorios durante unos segundos, se llenó la 

pipeta de Thoma  para glóbulos blancos hasta 0.5 con la muestra de sangre y se continuó el llenado 

de la pipeta con el dilutor para glóbulos blancos (HCl 1%) hasta la marca 11µl (pasando por el 

bulbo) y se colocó en posición horizontal para llevarla al agitador de pipetas por 40 segundos 

aproximadamente. Una vez homogenizado, se eliminó 3 a 4 gotas de la mezcla y se cargó por 

capilaridad uno de los lados de cámara de Neubauer, se esperó 2 minutos para que los glóbulos 

blancos sedimenten y puedan observarse con claridad con objetivo de 40 X. Se contabilizaron los 

4 cuadrantes correspondientes y el total se multiplicó por 50 para tener un resultado: Número de 

glóbulos blancos / µl de sangre. 

 

Para ambos recuentos, la técnica de recuento en cámara de Neubauer se indica con detalle 

en el Manual de Patología Clínica de Benjamín (1991). 

 

3.3.3.4 Determinación de Hemoglobina (g/dL) 

La determinación de hemoglobina se realizó mediante el método de la 

Cianometahemoglobina. Éste se fundamenta en la oxidación de la carboxihemoglobina y la 

oxihemoglobina por medio del ferricianuro de potasio. Esta solución mediante diferentes 

reacciones químicas transforma estos pigmentos en cianometahemolgobina, la cual es 

cuantificable por medio de la colorimetría. 

 

El procedimiento se inició con el llenado de 5ml. del reactivo de Drabkin en un tubo de 

ensayo y luego se homogenizó con 20 µl de la muestra medido en la pipeta de Sahli. Esta mezcla 

se dejó reaccionar por 10 minutos, posterior a esto se determinó la densidad óptica de la solución 

en un fotómetro a una longitud de onda de 546 nm, factor 37 y utilizando la opción CF (con 

factor). El fotómetro fue llevado a 0 con 1 ml. de Reactivo de Drabkin, y posteriormente se realizó 

la lectura con 1 ml. de la muestra, pulsando dos veces la tecla de resultado, expresándolo en g/dl. 

 

3.3.3.5 Preparación de frotis sanguíneo 
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Luego de la toma de muestra se realizaron 2 frotices sanguíneos bajo la técnica “porta 

sobre porta” por cada muestra de sangre, los cuáles fueron secados y rotulados para su evaluación.  

 

3.3.3.6 Recuento diferencial 

Uno de los frotices fue teñido con colorante Wright. Para lo cual se cubrió la lámina con 

el colorante, luego de cinco minutos se agregaron 10 a 12 gotas de buffer (agua destilada) y se 

homogenizó soplando suavemente con ayuda de una manguerilla de goma. Se dejó reposar 6 

minutos y se realizó el lavado de la lámina con agua a discreción y se dejó secar. 

 

La lámina fue llevada al Microscopio de inmersión con Luz artificial para su análisis. 

Primero se observó con el objetivo de 10X, para ver la distribución de las células permitiendo 

escoger la mejor zona para la lectura de frotis, seguidamente se colocó una gota de aceite de 

inmersión y se observó con objetivo de 100X. La zona de elección para la realización del recuento 

diferencial fue la monocapa (zona localizada entre el cuerpo y la cola del frotis) ya que nos 

permite tener una mejor visualización de la morfología celular, se inició la diferenciación 

utilizando el método de la guardia griega.  

 

El objetivo es llegar a diferenciar 100 células con el contador (diferenciador) para así 

obtener lo valores porcentuales  de cada línea celular y seguidamente calcular los valores 

absolutos de cada una (x103/µl). 

 

 

3.3.3.7 Recuento  de plaquetas 

De igual manera, se evaluó la zona de la monocapa en la lámina, se colocó una gota de 

aceite de inmersión y se observó con objetivo de 100X, se contó la cantidad de plaquetas en 10 

campos de la monocapa y luego se obtuvo un promedio, el cual se multiplicó por el factor  15000, 

obteniendo un resultado: Número de plaquetas/ µl de sangre. 
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3.3.3.8 Evaluación de cuerpos de inclusión (CI) o mórulas compatibles con Anaplasma 

phagocytophilum utilizando la tinción Wright 

Se analizó la misma lámina teñida con tinción Wright, para lo cual se colocó una gota de 

aceite de inmersión y se observó con objetivo de 100X para determinar el porcentaje de células 

circulantes con CI o mórulas y el número promedio de CI o mórula/célula. Este procedimiento se 

realizó identificando al menos 200 células (entre neutrófilos y eosinófilos) (Franzén et al., 2009) 

y se repitió 10 veces por cada frotis de sangre. La búsqueda de corpúsculos de inclusión o mórulas 

se realizó tanto en la monocapa como en la cola.  

 

 3.3.3.9 Evaluación de cuerpos de inclusión (CI) o mórulas compatibles con Anaplasma 

phagocytophilum utilizando la tinción Naranja de Acridina 

Al inicio, la tinción Naranja de Acridina se iba a utilizar solo para teñir los frotices 

pareados de las muestras que tenían estructuras compatibles con CI o mórulas intracitoplasmáticas 

con la tinción Wright; es decir, como una tinción para confirmar que las estructuras visualizadas 

si contenían material genético y no eran granulaciones o artefactos, entre otros. Sin embargo, al 

final se tiñeron el total de láminas pareadas por disponibilidad de la tinción. 

 

 El frotis sanguíneo fue fijado con metanol, luego se cubrió la lámina con el colorante 

Naranja de Acridina y se dejó actuar durante 2 minutos, se lavó con agua corriente, se dejó escurrir 

y secar al aire (Forbes, 2009). Por último, las láminas fueron examinadas en la monocapa y cola, 

este procedimiento se realizó identificando al menos 200 células (entre neutrófilos y eosinófilos) 

(Franzén et al., 2009) y se repitió 10 veces por cada frotis de sangre, para lo que se utilizó el 

Microscopio de Fluorescencia con los objetivos de 40x y 100x a una longitud de onda de 

excitación de 450 – 490 nm y de emisión de 515 nm. 
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IV. RESULTADOS 

 

El Cuadro 1, muestra la cantidad (09/100) y porcentaje (9%) de animales con evidencia 

de estructuras compatibles con cuerpos de inclusión o mórulas de Anaplasma phagocytophilum 

en el citoplasma de neutrófilos, en frotices de sangre periférica teñidos con Wright y Naranja de 

acridina. 

 

En el presente estudio, no se pueden denominar animales positivos como tal, debido a 

que la literatura refiere que la evidencia de la “mórula” es diagnóstica cuando se visualiza en 

pacientes que cursan la enfermedad clínica; y nuestros animales estuvieron aparentemente sanos. 

Sin embargo, por razones prácticas denominaremos “positivos”  a aquellos que presentaron 

estructuras compatibles con cuerpos de inclusión o mórulas de Anaplasma phagocytophilum en 

el citoplasma de neutrófilos. Siendo 3 “positivos” con la tinción Wright y 6 “positivos”  con la 

tinción Naranja de acridina. 

  

 Wright, es una tinción usada de manera rutinaria para la visualización de frotices y 

búsqueda de cuerpos de inclusión o mórulas, sin embargo algunas estructuras visualizadas pueden 

ser confundidas con cuerpos de Döhle, granulaciones tóxicas o artefactos (Walker, 1999). Por el 

contrario, Naranja de acridina es una tinción selectiva del ácido nucleico, por tanto las estrucutras 

teñidas son exclusivamente ADN o ARN, diferenciándose en el color de la fluorescencia emitida, 

por ello se consideró utilizarla como una tinción complementaria y “tamiz”. Sin embargo, es 

importante mencionar que algunas estructuras visualizadas con la tinción Wright y que fueron 

negativas con Naranja de acridina tenían características que nos hacían sospechar fuertemente 

que se trataran de cuerpos de inclusión, por ello las consideramos en el grupo de animales 

“positivos”. 

 

El Cuadro 2, muestra las variables hematológicas evaluadas, así como la media, 

desviación estándar, rango y los valores referenciales de los 9 animales “positivos” . 

 

La media de las variables hematológicas de la serie Eritrocítica tales como hematocrito 

(%), hemoglobina (g/dL) y recuento total de eritrocitos (x106/� L) se encontraron dentro y 
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bordeando los valores referenciales para equinos de esas razas y que habitan en condiciones 

climáticas similares (Collao, 2011; Díaz et al., 2012).  

 

Con respecto a la serie Leucocítica, la media del conteo total de leucocitos se encontró 

por encima de los valores referenciales (>8.1 x103/µl), sin embargo encontramos valores 

individuales por debajo del promedio, lo que indica que hay animales con leucopenia (6 600/� L) 

y otros con leucocitosis leve (16, 900/� L) (Jerez y Rudolph,  1979; Díaz et al., 2012).  

 

La media del conteo de linfocitos se encontró dentro de los límites establecidos (3 520 a 

4 950/µl), sin embargo el rango de valores fue muy amplio encontrando animales con moderada 

linfopenia (1 800/µl ) y linfocitosis (8 100/µl). 

 

En cuanto a la serie trombocítica, la media del conteo de plaquetas (183 000/µl) se 

encuentra dentro de los valores referenciales (183 000 a 270 000/ µl), sin embargo la desviación 

estándar es alta lo cual refleja la dispersión de los datos, es por ello que el rango de conteos va 

desde 132 000/µl a 276 000/µl, evidenciando animales con trombocitopenia y trombocitocis  leve. 

  

El Cuadro 3, muestra la distribución de los animales “positivos” según la presencia o no 

de trombocitopenia, así como la media del conteo de plaquetas en cada grupo, debido a que la 

trombocitopenia es la alteración hematológica más común reportada. En el estudio, solo el 56% 

de animales “positivos”  presentó trombocitopenia leve y  el 44% tuvo plaquetas en cantidades 

normales. 

 

El Cuadro 4, muestra la distribución de los animales “positivos” , según edad. Los 

animales  se distribuyeron en 3 grupos: < 1año, de 1 a 4 años, y de > 4 años, debido a que la 

severidad de la presentación de la enfermedad, está influenciada por la edad de los animales 

(Pusterla y Madigan, 2015).   

  

El Cuadro 5, muestra la distribución del total de animales en “positivos”, sospechosos y 

negativos. Denominando “positivos”  (9/100) a aquellos que evidenciaron estructuras compatibles 
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con cuerpos de inclusión o mórulas de A. phagocytophilum en el citoplasma de neutrófilos (9%); 

sospechosos (48/100), a los animales que cursaron con trombocitopenia pero no evidenciaron 

estructuras compatibles con cuerpos de inclusión o mórulas de A.phagcytophilum (48%); y 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Cuadro 1. Detección hematológica de Anaplasma phagocytophilum en caballos aparentemente 
sanos y con antecedentes de exposición a garrapatas, de la provincia de Chiclayo (Departamento 
de Lambayeque, Perú), 2015. 
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Cuadro 2.  Evaluación de las variables hematológicas de 9 caballos “positivos”  sanos y con 
antecedentes de exposición a garrapatas, de la provincia de Chiclayo (Departamento de 
Lambayeque, Perú), 2015.  

 

 

 

Variable Media Desviación 

estándar 

Rango Valores 

referenciales 

Serie 

Eritrocítica 

Eritrocitos 

(x106/µl) 

8.6 0.4 8.00 – 

9.33 

8.3a - 9.7b 

Hemoglobina 

(g/dl) 

12.2 
 

1.1 10.4 - 13.7 12.3b - 13.9a 

Hematocrito (%) 35.0 
 

3.5 30.0 – 

40.0 

35.7b - 40.7a 

 Número de 
animales  

Porcentaje 
(%) 

 
“ Positivo” 

 

 
9 

 
9 

 
TOTAL 

 

 
100 

 
100 
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Serie 

Leucocítica 

Leucocitos 

(x103/µl) 

10.9 
 

3.4 6.6 – 16.9 8.94a – 9.46c 

 

 

Valores 

relativos 

Neutrófilos (%) 59.0 9.7 44.0 – 

77.0 

30 - 75c 

Linfocitos (%) 39.0 9.8 21.0 – 

49.0 

25 - 60c 

Monocitos (%) 0 0.7 0 – 2 1 - 8c 

Eosinófilos (%) 1.0 1.1 0 – 3 1 - 10c 

Basófilos (%) 0 0.5 0 – 1 0 - 3c 

 

 

 

 

Valores 

absolutos 

Neutrófilos 

(x103/µl) 

6.40 
 

1.9 4.0 – 9.9  4.18a - 4.52a 

Linfocitos 

(x103/µl) 

4.30 
 

1.9 1.8 – 5.9 3.52a - 4.95a 

Monocitos 

(x103/µl) 

0.03 0.1 0 - 0.2 0 - 0.2a 

Eosinófilos 

(x103/µl) 

0.1 
 

0.1 0 – 0.3 0 - 0.2a 

Basófilos 

(x103/µl) 

0.03 
 

0.05 0 – 0.1 0 

Serie 

Trombocítica 

Plaquetas 

(x103/µl) 

183 
 

56.3 132 – 276 183a - 270c 

a: Valores de referencia según Díaz et al. (2012). 

b: Valores de referencia según Collao (2011). 

c: Valores de referencia según Jerez y Rudolph (1979). 

 

Cuadro 3. Distribución de animales “positivos”  según presencia o no de trombocitopenia en 
caballos aparentemente sanos y con antecedentes de exposición a garrapatas, de la provincia de 
Chiclayo (Departamento de Lambayeque, Perú), 2015. 

 

 

 
 
 

“Positivos”  
Total Con trombocitopenia 

(<183 x103/µl) 
Sin trombocitopenia 

(>183 x103/µl) 
 

Cantidad de 
animales 

 
6 

 
3 

 
9 
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Porcentaje 
 

 
56% 

 
44% 

 
100% 

Media de conteo 
de plaquetas 

(x103/µl) 

 
148 

 
252 

 

 

 

 

 

Cuadro 4. Distribución de animales “positivos” según la edad, en caballos aparentemente sanos 
y con antecedentes de exposición a garrapatas, de la provincia de Chiclayo (Departamento de 
Lambayeque, Perú), 2015. 

 

 

 “Positivos”  
Total Edad <1 año 1 a 4 años >4años 

Cantidad de 
animales 

 

 
1 

 
4 

 
4 

 
9 

 
Porcentaje 

 

 
10% 

 

 
45% 

 
45% 

 
100% 

 

 

 

 

 

 

Cuadro 5. Cantidad y porcentaje de animales “positivos”, sospechosos y negativos, tras la 
eevaluación hematológica para la detección de Anaplasma phagocytophilum, de 100 caballos 
aparentemente sanos y con antecedentes de exposición a garrapatas, de la provincia de Chiclayo 
(Departamento de Lambayeque, Perú), 2015. 
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 Número de 
animales  

Porcentaje 
(%) 

 
“Positivo” 
 

 
9 

 
9 

 
Sospechoso 
 

 
48 

 
48 
 

 
Negativo 
 

 
43 

 
43 

TOTAL 
 

100 100 
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 V. DISCUSIÓN 

 

La evaluación hematológica para la detección de Anaplasma phagocytophilum en 

caballos, evidenció 9% de animales con estructuras compatibles con cuerpos de inclusión o 

mórulas de Anaplasma phagocytophilum en el citoplasma de neutrófilos.  

 

Las estructuras visualizadas con la tinción Wright, no fueron mórulas; pero se 

evidenciaron estructuras similares a las encontradas por Arraga et al. (1992) en un estudio 

realizado en caballos sanos y enfermos, a los que denominó cuerpos elementales o iniciales. Algo 

similar reoportó Gribble (1969) quién observó inclusiones individuales a las que denominó 

“inclusiones tempranas pequeñas”. Estas estructuras podrían corresponder a la fase de 

internalización de la bacteria (Troese y Carlyon, 2009) antes que se de la replicación (Troese y 

Carlyon, 2009).  A diferencia de las estructuras fluorescentes  visualizadas con la tinción naranja 

de acridina, las cuales corresponderían a mórulas debido a su forma y distribución en el 

citoplasma de neutrófilos. 

 

Cabe mencionar que los animales evaluados se encontraban aparentemente sanos el día 

de la toma de muestra, esto coincide con lo referido por Castellanos (2010) quien reportó el 

hallazgo de estructuras compatibles con Anaplasma phagocytophylum en el frotis sanguíneo en 

32.9% de caballos asintomáticos provenientes de dos hatos del estado Apure, Venezuela. 

 

La evaluación hematológica de los caballos “positivos” mostraron leve leucocitosis  que 

estuvo relacionada a un aumento en el valor absoluto de neutrófilos, lo cuál podría darse como 

respuesta al estrés durante la toma de muestra (leucocitosis fisiológica) y en algunos casos a una 

elevación del valor absluto de  eosinófilos. La eosinofilia podría deberse a que la mayoría de 

animales en estudio fueron adultos, en los cuáles el porcentaje de eosinófilos suele ser mayor, 

como lo reportó Díaz et al. (2012). Sin embargo, debemos considerar posibles parasitosis por las 
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condiciones de campo (Harvey, 2012). A su vez, evidenciaron moderada linfopenia en algunos y 

linfocitosis en otros. Franzén et al. (2005), realizó un estudio con caballos infectados 

experimentalmente, donde observó transitoria leucopenia, debido a la neutropenia y una marcada 

linfopenia durante el estadío febril de la infección; a su vez, observó una marcada trombocitopenia 

en todos los caballos, la cuál persistió mayor tiempo que la fase leucopénica. Estos hallazgos 

concuerdan con lo afrmado por Pusterla et al. (2000) quien refiere que las alteraciones 

hematológicas en caballos infectados con A. phagocytophilum incluyen anemia, leucopenia, y 

trombocitopenia. 

  

 Si bien la principal alteración hematológica de la infección con A. phagocytophilum es la 

trombocitopenia (Gribble, 1969; Pusterla et al., 2000), en el presente estudio el 56% de los 

animales “positivos”  presentaron trombocitopenia (5/9) y el 44% fueron no trombocitopénicos 

(4/9), esto último difiere con los estudios experimentales realizados por Gribble (1969) y Franzén 

(2005; 2009) quienes evidenciaron trombocitopenias en todos los animales infectados. No hay 

reportes de alteraciones en el conteo de plaquetas en animales infectados asintómáticos; sin 

embargo, Franzén et al. (2008) demostró la persistencia de la bacteria en la sangre hasta por 3 

meses después la recuperación clínica de caballos infectados experimentalmente, en los cuáles no 

se evidenciaron alteraciones hematológicas; pero la bacteria fue detectada mediante PCR de 

sangre periférica.  

 

Bjoersdorff (2016) refiere que un frotis de sangre negativo no puede descartar la 

infección, por ello aquellos animales trombocitopénicos que no evidenciaron estructuras 

compatibles con Anaplasma phagocytophilum fueron considerados sospechosos, esto se debe a  

que la posibilidad de encontrar neutrófilos con mórulas de Anaplasma  pahgocytophilum es baja,  

pudiendo ser de 1 a 3% los primeros días como lo reportó por Pusterla et al. (2000), y llegar hasta 

un 20% a 50% de presencia pocos días después (Montes et al., 2012).  

 

En los animales “positivos” (9/100), se evidenciaron estructuras compatibles con cuerpos 

de inclusión o mórulas en un rango de 0.5 a 3% de neutrófilos (es decir, de 1 a 6 por cada 200 

neutrófilos), lo cuál se encuentra dentro de lo reportado por otros autores en animales que cursan 

la enfermedad clínica. En un estudio experimental, Franzén et al. (2005) encontró un 0.5 a 16% 

de neutrófilos infectados; y Madigan y Pusterla (2000) refirieron que el porcentaje de neutrófilos 

con inclusiones varía en todo momento y entre caballos, encontrándolos en menos de 1% hasta 
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20 a 30% de neutrófilos. Gribble (1969), evidenció el porcentaje más alto de infección, siendo 

73% utilizando las tinciones Giemsa y Naranja de acridina. 

 

La presencia de cuerpos  de inclusión o mórulas en granulocitos está asociada a la fase 

aguda o bacteremia que suele cursar con fiebre, la cual puede durar entre 1 o 2 días (Pusterla y 

Madigan, 2015) o alrededor de 7 días, pero puede extenderse por peridodos largos (Tuomi, 1967). 

Es posible la recurrencia de bacteremia, la cuál puede perdurar por unos pocos días (Tuomi, 1967; 

Gribble, 1969) y puede presentarse 2 a 4 semanas después de la primera presentación febril.  

 

 Debido a que los animales en este estudio se encontraron aparentemente sanos el día de la 

toma de muestra, es evidente que no cursaban la fase aguda de la enfermedad, sin embargo 

evidenciaron cuerpos de inclusión o mórulas, lo cuál indica tres posibilidades. La primera, que 

días anteriores al muestreo los animales hayan cursado con picos de fiebre por peridodos muy 

cortos que no pudieron ser percibidos por los criadores, y el muestreo haya sido realizado durante 

el comienzo de la  aparición de inclusiones como lo refirió Franzén et al. (2005) quién evidenció 

cuerpos de inclusión 2.6 días después del inicio de los signos clínicos (rango de 1 a 5 días +/- 1.5 

días), y persistieron por 7.6 días (rango de 6 a 10 días) es por ello que el número de neutrófilos 

infectados fue bajo. Abriendo la posibilidad de una variante genética de A. phagocytophilum 

(Foggie, 1951) que genere signos clínicos muy sutiles o una infección subclínica. La segunda, 

que haya un mecanismo de adaptación de los caballos de la zona con el agente, como lo ocurrido 

en áreas endémicas, donde la infección subclínica con A. phagocytophilum es común, es por ello 

que muchos caballos desarrollan títulos de anticuerpos contra este agente sin haber presentado 

signos clínicos (Madigan, 1993). Y la tercera posibilidad es que ocurra algo parecido a lo 

evidenciado en ovejas con infección persistente luego de su recuperación tras la enfermedad 

clínica, las cuales no manifiestan signos clínicos pero hay evidencia de la bacteria mediante PCR 

y presentan cuerpos de inclusión en neutrófilos de sangre periférica (Stuen et al., 2001). 

Se han realizado estudios experimentales donde todos los caballos presentaron signos 

clínicos característicos de la enfermedad, sin embargo, fueron inoculados con altas dosis de 

neutrófilos infectados (Franzén et al., 2005, 2009), siendo probablemente una dosis mayor, si la 

comparamos con infecciones naturales. Además, los animales utilizados en los estudios, fueron 

mayores de 4 años, en los cuales los signos clínicos son más severos, y se utilizaron variantes 

genéticas de A. phagocytophilum provenientes de un caso clínico (Franzén et al., 2005). Quizá 

esa sea la razón por la que en esos estudios no hubieron animales con enfermedad subclínica, si 
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no que todos manifestaron los signos clínicos caracterísiticos y presentaron las alteraciones 

hematológicas clásicas. Cabe mencionar que la presentación clínica y el curso de la enfermedad 

depende de la cepa bacteriana, así como la suscpetibilidad y el estado inmune del hospedero 

(Foggie, 1951). 

 

Los animales “positivos”  (9/100) se distribuyeron en tres grupos etarios: 1 perteneció al 

grupo < 1 año de edad, 4 pertenecieron al grupo de a 1 a 4 años y 4, al grupo de animales > de 4 

años, con el fin de hacer una comparación de las alteraciones debido a que el curso de la 

enfermedad es dependiente de la edad. El 88% de animales (8/9) con evidencia de corpúsculos de 

inclusión fueron animales mayores de 3 años, sin embargo no podemos llegar  a la conclusión 

que es el grupo etario más afectado, ya que más la gran mayoría de animales muestreados fueron 

mayores de 3 años. 

 

Como hallazgos hematológicos secundarios, en la evaluación del frotis sanguíneo teñido 

con Wright,  el 33% de animales presentaron linfocitos de distintos tamaños, algunos con gránulos 

de color púrpura asemejándose a gránulos linfocitarios que en su mayoría deformaban el 

citoplasma (Wellman, 2000); estando el 27% asociado a la presencia de cuerpos de inclusión de 

Anaplasma phagcocytophilum. Wellman (2000) refiere que los linfocitos granulares constituyen 

una minoría (1 a 15%) de los linfocitos de la sangre periférica de animales sanos; sin embargo, 

podrían estar asociados a desórdenes linfoproliferativos transitorios o crónicos. Es importante 

mencionar que en perros se ha descrito su asociación con Ehrlichiosis crónica (Wellman, 2000). 

En la evaluación de las láminas pareadas con la tinción naranja de acridina, no se evidenciaron 

estructuras que emitan fluorescencia desde el citoplasma de los linfocitos, es por ello que los 

consideramos como gránulos linfocitarios. También fueron evidenciados linfocitos reactivos en 

8% de los caballos, en la mayoría de los casos relacionados a la presencia linfocitos granulares, 

los cuáles están asociados a estimulación antigénica (Walton, 2014).  
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Figura 8. Frotis de sangre: Negativo. Neutrófilo (izquierda) y eosinófilo (derecha) sin evidencia 
de estructuras intracitoplasmáticas (cuerpos de inclusión o mórulas). Tinción Wright. 100X. 

 

 

 

 

Figura 9. Frotis de sangre: Negativo. Neutrófilos (izquierda) y eosinófilo (derecha) sin evidencia 
de estructuras intracitoplasmáticas (cuerpos de inclusión o mórulas). Tinción Naranja de 
Acridina. 40X. 
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Figura 10. Frotis de sangre: “positivo”.  Neutrófilos con presencia de estructuras en su citoplasma 
(flechas rojas), compatibles con cuerpos de inclusión de Anaplasma phagocytophilum. Tinción 
Wright. 100X. 
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Figura 11. Frotis de sangre: “positivo”. Neutrófilos con evidencia de estructuras fluorescentes 
(naranja) (flecha rojas) en el citoplasma, compatibles con cuerpos de inclusión o mórulas de 
Anaplasma phagocytophilum. A su vez, se evidencia un linfocito sin alteraciones (flecha azul). 
Tinción Naranja de Acridina. 40X. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. (a) Linfocito con presencia de gránulos azurófilos intracitoplasmáticos que evidencia 
deformación del citoplasma (flecha roja). Tinción Wright. 100X; (b) Linfocitos (2) sin evidencia 
de estructuras fluorescentes en el citoplasma (flechas azules). Tinción fluorescente Naranja de 
Acridina. 40X. 
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VI. CONCLUSIONES 

 

�  El 9% de caballos evaluados (9/100) presentaron estructuras compatibles con cuerpos de 

inclusión o mórulas de Anaplasma phagocytophilum, lo que evidencia la exposición al 

agente zoonótico, siendo el primer reporte de detección hematológica en caballos en el 

Perú. Por lo tanto, Anaplasmosis granulocítica deberá ser considerada en la lista de 

diagnósticos diferenciales de enfermedades febriles tanto en humanos como en caballos. 

 

 

�  La presentación de la enfermedad sería subclínica, debido a que los animales se 

econtraron aparentemente sanos, además de la ausencia de reportes de la enfermedad en 

el Perú.  

 

�  La búsqueda de cuerpos de inclusión o mórulas en el frotis sanguíneo teñidos con las 

tinciones tipo Romanowsky es un método rutinario en los laboratorios y económico para 

los propietarios, pero se ve limitado por su baja sensibilidad y especificidad, por tanto es 
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necesario el uso otras técnicas hematológicas complementarias, como la tinción Naranja 

de acridina, aún más en los casos en los que no visualizamos la “mórula” característica. 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

VII. RECOMENDACIONES 

 

�  Complementar el estudio con el uso de pruebas más sensibles y específicas (IFI, PCR). 

 

�  Estudiar la relación genética del agente presente en el Perú con relación al agente presente 

en Estados Unidos, el cuál es causante de muchos casos de morbilidad en humanos y 

caballos. 
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APÉNDICE 

Apéndice 1. Evaluación de las variables hematológicas de 100 caballos clínicamente sanos y con 
antecedentes de exposición a garrapatas, de la  provincia de Chiclayo (Departamento de 
Lambayeque, Perú), 2015. 

 Variable Media Desviación 

estándar 

Rango Valores 

normales 

Serie 

Eritrocítica 

Eritrocitos 

(x106/µl) 

8.5 
 

0.5 6.83 – 

9.70 

8.3a - 9.7b 

Hemoglobina 

(g/dl) 

12.4 
 

1.7 8.07 - 17.4 12.3b - 13.9a 

Hematocrito (%) 36.0 
 

5 23.0 – 

51.0 

35.7b - 40.7a 

Serie 

Leucocítica 

Leucocitos 

(x103/µl) 

11.0 
 

3.2 4.3 – 20.0 8.94a – 9.46c 

 

 

Valores 

relativos 

Neutrófilos (%) 53.0 12 23.0 – 

86.0 

30 - 75c 

Linfocitos (%) 43.0 11 12.0 – 

72.0 

25 - 60c 

Monocitos (%) 0.4 0.8 0 – 3 1 - 8c 

Eosinófilos (%) 2.3 2.3 0 – 11 1 - 10c 

Basófilos (%) 0.4 1.0 0 – 2 0 - 3c 

 

 

 

 

Valores 

absolutos 

Neutrófilos 

(x103/µl) 

5.83 
 

1.9 2.1 – 11.4  4.18a - 4.52a 

Linfocitos 

(x103/µl) 

4.73 
 

2.1 1.2 – 10.1 3.52a - 4.95a 

Monocitos 

(x103/µl) 

0.04 0.08 0 - 0.46 0 - 0.2a 
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Eosinófilos 

(x103/µl) 

0.25 
 

0.3 0 – 1.5 0 - 0.2a 

Basófilos 

(x103/µl) 

0.04 
 

0.09 0 – 0.62 0 

Serie 

Trombocítica 

Plaquetas 

(x103/µl) 

183 
 

88 15 – 495 183a - 270c 

a: Valores de referencia según Díaz et al. (2012). 

b: Valores de referencia según Collao (2011). 

c: Valores de referencia según Jerez y Rudolph (1979).�


