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RESUMEN

El presente estudio tuvo por objetivo determinar la seropositividad a Ehrlichia
canis mediante la prueba de inmunofluorescencia indirecta (IF1) en pacientes humanos,
sus parametros hematoldgicos y su asociacion con las variables edad, sexo, nivel de
contacto con perros y antecedentes de exposicion a garrapatas. Se evaluaron 91 sujetos
sin distincion de género, edad o condicion socioeconémica cuyos perros tenian historia
de erlichiosis dentro de los seis meses previos al muestreo. EI muestreo se realizo entre
febrero y mayo de 2010. La evaluacién hematologica mostré ausencia de pacientes posi-
tivos y 15.4% de pacientes sospechosos (presencia de corplsculos de inclusion en
células mononucleares y ausencia de trombocitopenia). La frecuencia de pacientes
seropositivos mediante IFI fue de 14.3%. No se encontro diferencia estadistica por efecto
de las variables en estudio. Los hallazgos confirman la exposicion a E. canis en propieta-
rios de caninos domésticos con antecedentes de ehrlichiosis en Lima Metropolitana.

Palabrasclave: Ehrlichia canis, humanos, hematologia, corpdsculos de inclusién,
inmunofluorescencia indirecta

ABSTRACT

The aim of this study was determine the frequency of seropositivity to a Ehrlichia
canis in human subjects by indirect inmunofluorescent test (IFI), hematological changes
and its association with risk factors such as age, gender, level of contact with dogs, and
tick exposure. Ninety-one samples were collected from patients without reference to
gender, age and socioeconomic status, but whose dogs had history of ehrlichiosis within
six months to the sampling. The study was conducted between February and May 2010.
Hematology results revealed absence of positive cases and 15.4% of suspected cases
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(presence of inclusion bodies in mononuclear cells and absence of thrombocytopenia).
Frequency of IFI seropositives was 14.3%. No statistical difference was found due to the
effect of the variables under evaluation. The results confirm exposure to E. canis in dog
owners with previous record of ehrlichiosis in Metropolitan Lima.

Keywords: Ehrlichia canis, humans, hematology, inclusion bodies, indirect

immunofluorescent test

Una de las enfermedades mas comu-
nes transmitidas por garrapatas en perros
domésticos es la ehrlichiosis canina, cuyo
agente causal principal es Ehrlichia canis,
transmitida al animal por medio de la picadu-
ra de la garrapata marrén del perro
(Rhipicephalus  sanguineus). Las
ehrlichiosis son consideradas como enferme-
dades zoondticas emergentes y se recono-
cen dos tipos de enfermedades: la ehrlichiosis
monocitica humana, causada por E.
chaffeensis (Paddock y Childs, 2003) y la
ehrlichiosis granulocitica humana, causada
por Anaplasma phagocytophilum. En el
Peru, se han reportado Unicamente dos agen-
tes infecciosos pertenecientes a la familia
Anaplasmataceae, que son E. canis y A.
marginale, causantes de la ehrlichiosis
monocitica canina y la anaplasmosis bovina,
respectivamente (Chavera et al., 1982;
Vinasco et al., 2007).

Los primeros reportes de E. canis como
potencial agente zoonético datan de 1986, afio
en que fue descrito el primer caso de infec-
cion humana (Paddock y Childs, 2003). Los
sintomas asociados a la enfermedad varian
de acuerdo a la edad y estado inmune del
paciente (Harkess et al., 1991); siendo fie-
bre, cefalea, fatiga y anorexia los mas impor-
tantes (Rohrbach et al., 1990). A nivel de la-
boratorio, los principales signos de sospecha
son leucopenia, anemia, linfopenia,
trombocitopenia, hiperproteinemia/
hipergamaglobulinemia y elevacion de las
enzimas hepaticas (Paddock y Childs, 2003).
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Estos hallazgos, tan variables e inespecificos,
hacen que esta enfermedad sea considerada
en el diagndstico diferencial de pacientes fe-
briles con antecedentes de exposicion o pi-
cadura de garrapatas (Anaya et al., 2006);
sin embargo, en el Per( aln no se han detec-
tado pacientes positivos a la enfermedad con
sintomatologia clinica compatible.

Los primeros estudios de ehrlichiosis
canina en el pais reportaron seroprevalencias
de 16.5% en Lima Metropolitana (Adrianzén,
2002) y de 76% en Sullana (San Miguel,
2006). En América del Sur, existen eviden-
cias serologicas de ehrlichiosis humana en
Brasil (1.2%) (da Costa et al., 2006), Argen-
tina (14.3) (Ripoll et al., 1999), Chile (10.5%)
(L6pez et al., 2003) y de infeccion por E.
canis en Venezuela (30%) (Pérez et al.,
2006).

Se dispone de cuatro reportes de
ehrlichiosis humana en el Per(. En el 2008,
en Lima Metropolitana, se detecté mediante
la prueba de inmunofluorescencia indirecta
(IF1) que el 20.1% vy el 26.1% de pacientes
resultaron seropositivos a E. chaffeensis y
E. canis, respectivamente, mientras que el
13.3% resultaron positivos a ambas bacte-
rias (O. Li, Lima, datos no publicados). Al
afio siguiente, se realizd un estudio similar,
encontrandose 21.1 y 23.3% de pacientes
seropositivos a E. chaffeensis y E. canis,
respectivamente, utilizando la misma prueba
(O. Li, Lima, datos no publicados). En Ancash
(2009) se encontro 9.2% de seropositivos
mediante la prueba de IFI (Anaya et al.,
2009); y en ese mismo afio, se hallaron
seroprevalencias de 25% en Piura, 23% en
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Cusco y 3% en Iquitos y Lima (Moro et al.,
2009).

Por estas razones, se hizo un estudio
para evaluar, mediante el analisis
hematoldgico y seroldgico, la presencia de
esta enfermedad en propietarios de caninos
domeésticos en Lima Metropolitana.

Lugar de Estudio y Personas

Se recolectaron muestras a 91 perso-
nas de 20 distritos de Lima Metropolitana:
Ate Vitarte (2), Carabayllo (4), Callao (6),
Cercado de Lima (3), Comas (4), Chaclacayo
(1), Chorrillos (2), La Molina (2), La Victoria
(1), Lurin (3), Pachacamac (4), San Bartolo
(1), San Isidro (1), San Luis (3), Santa Anita
(6), San Juan de Lurigancho (34), Villa el
Salvador (3), San Martin de Porres (2), San
Juan de Miraflores (5) y Surco (4). El estu-
dio se llevo a cabo entre febrero y mayo de
2010.

Las personas que se incluyeron en el
estudio fueron seleccionadas sin distincion de
género, edad, condicion socioeconémica o0
estado de salud; sin embargo, debian poseer
por lo menos un perro en casa, y que se en-
contrase cursando o haya cursado con
ehrlichiosis (aguda o cronica) dentro de los
ultimos seis meses. Todas las personas res-
pondieron un cuestionario que incluia datos
personales y clinico-epidemioldgicos. En el
caso de los nifios, los padres llenaron los cues-
tionarios. El tipo de muestreo fue de carac-
ter no probabilistico en base a sujetos volun-
tarios, siguiendo las normas éticas de la De-
claracion de Helsinki, modificada en 1983.

Muestras y Analisis de Laboratorio
Se recolectd 8 ml de sangre periférica

dividida en dos partes: 2 ml con EDTA con
anticoagulante y 6 ml sin anticoagulante, para
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la obtencion de suero. La obtencion de san-
gre venosa con jeringa se realizé segun las
indicaciones recomendadas por el Instituto
Nacional de Salud (INS, 2005) del Peru, y se
hizo posterior a las seis semanas de la acep-
tacion de los pacientes en el estudio.

Las muestras para hematologia y estu-
dio de capa flogistica se procesaron de inme-
diato en el Laboratorio de Patologia Clinica,
mientras que las muestras para serologia se
centrifugaron y los sueros resultantes fueron
conservados en congelacion a -20 °C hasta
su procesamiento en el Laboratorio de Mi-
crobiologia y Parasitologia Veterinaria. Am-
bos laboratorios forman parte de la Facultad
de Medicina Veterinaria, Universidad Nacio-
nal Mayor de San Marcos, Lima.

A nivel hematoldgico de determind el
recuento de eritrocitos (x10%/ul) y leucocitos
(x10%/ul) utilizando la cAmara de Neubauer,
hemoglobina (g/dl) por el método de la
cianometahemoglobina, hematocrito (%) por
el método del microhematocrito, y el recuen-
to diferencial (%) y recuento plaquetario (il)
utilizando la tincion Wright.

Ademas, se hicieron las siguientes de-
terminaciones:

- Nivel de infectividad ocasionado por
Ehrlichia spp, calculado tanto en valo-
res relativos como absolutos. Para el
calculo del nivel de infectividad relativo
se empled la formula: (nimero de célu-
las infectadas/100 células contadas en
el recuento diferencial) x 100. Las célu-
las infectadas eran células mononu-
cleares con inclusiones intracito-
plasmaticas. El nivel de infectividad ab-
soluto se calculé multiplicando el valor
relativo por el nimero total de leucocitos.

- Maéximo namero de inclusiones por cé-
lula: Se determind a partir de la observa-
cion del frotis tefiido con tincion Wright.
So6lo se tomo el valor de la célula con
mayor nimero de inclusiones.

- Presencia de linfocitos granulares,
linfocitos atipicos y apoptosis.
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Cuadro 1. Resultados del

ehrlichiosis (Lima, 2010)

examen hematoldgico de 14 pacientes sospechosos de

. . Desviacion Valores
Variable Sexo Media estandar Rango normales
o 6 F 4.6 0.3 41-49 (3.8-4.8)
Eritrocitos (x10°/pl)
M 5.0 0.3 46-55 (4.5-5.5)
) F 12.6 1.7 10.1-146 (12-16)
Hemoglobina (g/dl)
M 141 12 12.3-159 (14 - 18)
_ F 40.0 2.0 36 - 42 (37 - 47)
Hematocrito (%)
M 43.0 25 40 - 47 (41-53)
N° de leucocitos (x10%/pl) 7.75 0.26 4.0-134 (45-11.5)
- Neutrofilos (%) 52.0 6.6 37.0-62.0 (55-70)
- Linfocitos (%) 41.0 6.4 29.0-540 (17 - 45)
- Monaocitos (%) 2.0 2.0 00-6.0 (2-8)
- Eosindfilos (%) 4.0 25 10-90 (1-4)
- Basofilos (%) 0.8 1.0 00-30 0.2-1.2)
- Neutréfilos (x10°/pl) 4.1 1.6 22-73 (2.5-7.5)
- Linfocitos (x10%pl) 3.1 11 15-55 (1.3-4.0)
- Monocitos (x10°/ul) 0.2 0.1 0.0-04 (0.15-0.9)
- Eosinofilos (x10%/pul) 0.3 0.2 01-08 (0.06 - 0.5)
- Bas6filos (x10°/pl) 0.01 0.08 00-03 (0.01-0.15)
- Plaquetas (x10°/ul) 266 35.9 204 - 324 (150 -400)

Cuadro 2. Distribucién de pacientes
hematolégicamente sospechosos segln
los resultados de la prueba de IFI para
ehrlichiosis (Lima, 2010)

Presencia de
corpusculos de

IFl inclusion Total
Si No
Si 2 11 13
No 12 66 78
Total 14 77 91
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- Presencia de corpulsculos de inclusion
compatibles con Ehrlichia spp en capa
flogistica.

Las personas no trombocitopénicas, sin
corpusculos de inclusion en leucocitos, pu-
diendo presentar otras citopenias (anemia,
leucopenia), fueron consideradas como ne-
gativos, y aquellas personas sin trombo-
citopenia con presencia de corpusculos de
inclusion en leucocitos y que presentaron otras
citopenias fueron consideradas como sospe-
chosas. Solo se consideraron positivos a
ehrlichiosis a las personas con trombo-
citopenia y presencia de corpusculos de in-
clusion en leucocitos.
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Figural. (a) Linfocito con presencia de corpusculos de inclusién azurofilos en su citoplasma.
Notese la disposicion irregular y morfologia heterogénea de las inclusiones, asi como
las deformaciones del citoplasma y del ndcleo. Tincién Wright. 100X; (b) Suero posi-
tivo a Ehrlichia canis por inmunofluorescencia indirecta (IFI), dilucion (1:50). 40X.

Se utilizo la prueba de inmunofluores-
cencia indirecta (IFI) para la deteccion de
anticuerpos contra Ehrlichia canis segun el
procedimiento utilizado por Gutiérrez (2008).
Se utiliz6 una dilucion del suero de 1:50.

Analisis Estadistico

Se empled estadistica descriptiva (me-
dia, desviacion estandar, rangos) y tablas de
frecuencia. Asimismo, se utilizo la prueba de
Chi cuadrado con un nivel de confianza del
95% para evaluar la asociacion estadistica
entre las variables edad, sexo, nivel de con-
tacto con perros y antededentes de exposi-
cion a garrapatas en relacion a la presencia
de anticuerpos contra E. canis. Se utilizé el
software estadistico SPSS 16 y MINITAB 15.

REsuLTADOS

Ningun paciente resulté positivo por
medio del examen hematolGgico, mientras que
15.4% resultaron sospechosos a la enferme-
dad al encontrarse corpudsculos de inclusion
en linfocitos, pero sin mayores cambios en
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relacion a los valores normales referidos por
la OMS (Cuadro 1) (OMS, 2012). El nivel de
infectividad resultd desde 1 hasta 14% en
valores relativos, mientras que los valores
absolutos fueron de 85 a 938 células/pl. El
méximo nimero de inclusiones fue de 48 en
un linfocito, sin encontrar mérulas de
Ehrlichia spp en las personas sospechosas
(Fig. 1a).

Mediante la serologia se encontr6 14.3%
de pacientes seropositivos, de los cuales 30.8%
eran hombres (4/13) y 69.3% eran mujeres
(9/13). Asimismo, 53.8 y 46.2% eran menores
y mayores de 40 afios de edad, respectivamen-
te. Por otro lado, el 92.3% (12/13) de los pa-
cientes estuvieron expuestos a garrapatas.

No se aprecio diferencia estadistica a
la prueba de Chi cuadrado para las variables
en estudio (edad, género, nivel de contacto
con perros y antecedentes de exposicion a
garrapatas) en relacion a la presencia de
anticuerpos contra E. canis. Tampoco se
encontrd una relacion significativa entre pa-
cientes que resultaron sospechosos y los
seroldgicamente positivos (Cuadro 2).
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La evaluacion hematoldgica reflejo au-
sencia de pacientes positivos; es decir, no hubo
casos con trombocitopenia y presencia de
corpusculos de inclusion en leucocitos. Este
resultado indica dos situaciones posibles. La
primera posibilidad era que los pacientes no
padecian la fase aguda de la enfermedad
aungue hayan sido expuestos a garrapatas y
hayan tenido un alto nivel de contacto con
sus mascotas; ya que esta fase se caracteri-
za por durar de 8 a 21 dias, tiempo mucho
menor a las seis semanas 0 mas que hubo
entre el inicio de alguna sintomatologia
inespecifica y la toma de muestra. La segun-
da posibilidad fue que los pacientes presen-
tasen alguna otra enfermedad con
sintomatologia inespecifica que curse con al-
teraciones hematoldgicas como anemia (ha-
llada en el 26.4% de los pacientes).

Por otro lado, si bien no se hallaron pa-
cientes hematoldgicamente positivos, se tuvo
15.4% de pacientes sospechosos con linfocitos
invadidos por corpusculos de inclusion. Estos
resultados son similares a los observados en
estudios previos (O. Li, Lima, datos no publi-
cados), donde la frecuencia de muestras san-
guineas con corpusculos de inclusion basoéfilos
en linfocitos fue de 11.1%. Es probable que
estos individuos estuvieran cursando la fase
subclinica de la enfermedad, ya que en esta
fase se normalizan muchas alteraciones, prin-
cipalmente anemia y trombaocitopenia, pero
persistiendo los corpusculos de inclusion des-
de la fase aguda, aunque en menor cantidad
(reportado segun el nivel de infectividad y el
numero de inclusiones por célula).

El nivel de infectividad indica la canti-
dad de células infectadas tanto en valores
relativos como en valores absolutos. El 14%
encontrado en el presente estudio fue consi-
derado como muy alto, dado que el total de
células mononucleares infectadas suele ser
inferior al 1%, con tendencia a disminuir con-
forme evoluciona la enfermedad (Cowell et
al., 1988; Gilbert et al., 1992). Asimismo, el
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maximo numero de 48 inclusiones por célula
infectada podria significar una gran suscepti-
bilidad de las células frente a posibles
patdgenos intracelulares oportunistas, debido
a la inhibicion masiva de los mecanismos de
defensa asociado a la elevada cantidad de
bacterias en el citoplasma.

En relacion a los hallazgos hematolé-
gicos secundarios (linfocitos atipicos,
linfocitos granulares, apoptosis y cambios
toxicos), la presencia de linfocitos atipicos fue
similar al estudio de Hamilton et al. (2004).
Estos linfocitos atipicos probablemente repre-
senten células T gamma/delta (Caldwell et
al., 1996) o células NK. Sin embargo, cabe
indicar que estos hallazgos fueron similares a
los encontrados en pacientes hematold-
gicamente negativos.

En cuanto al 14.3% de pacientes
seropositivos (Fig. 1b), es importante sefialar
que la prueba de IFI puede mostrar reaccion
cruzada con especies ehrlichiales del mismo
genogrupo, como E. chaffeensis y E. ewingii
(Dumler et al., 2001). Se ha reportado inclu-
S0 casos de reaccion cruzada con especies
de otros genogrupos (Neorickettsia
helmintoeca y Anaplasma phagocy-
tophilum).

Los resultados de seroprevalencia fue-
ron mayores al 9.2% encontrado en Ancash
(Anaya et al., 2009); sin embargo, no existen
estudios de seroprevalencia de ehrlichiosis en
caninos ni se ha realizado la deteccion del
agente causal en esa localidad, por lo que no
se podria inferir la posibilidad de una diferen-
cia entre ambas localidades en base a estos
aspectos. Los hallazgos locales (O. Li, Lima,
datos no publicados) difieren de los resulta-
dos del presente estudio, probablemente por
el tipo de poblacion evaluada ya que los pa-
cientes, en su mayoria, ejercian actividades
veterinarias.

La casuistica de ehrlichiosis monocitica
humana es mayor en pacientes que superan
los 40 arfios de edad (Paddock y Childs, 2003)
y en pacientes del género masculino (Stone
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et al., 2005); sin embargo, estas variables no
fueron estadisticamente significativas en el
presente estudio. El 69.2% de pacientes mu-
jeres seropositivas podria deberse a que en
las familias de los pacientes encuestados, las
mujeres eran las que se quedaban con las
mascotas en el hogar aumentando el riesgo
de exposicion a garrapatas; no obstante, esta
diferencia no fue estadisticamente significa-
tiva.

La ausencia de significancia estadistica
entre los grupos con y sin evidencia de expo-
sicién a garrapatas podria interpretarse en
base a una exposicion reciente de la mayoria
de pacientes seropositivos, toda vez que una
exposicion reciente a garrapatas infectadas
con especies ehrlichiales no permitiria el de-
sarrollo de anticuerpos detectables mediante
la prueba de IFI; ademas, la picadura de ga-
rrapatas puede pasar desapercibida y, por lo
tanto, no haberse registrado en la ficha per-
sonal de cada paciente evaluado. Por Gltimo,
si bien hay estudios que revelan que el con-
tacto con perros no parece ser un factor de
riesgo para la infeccion en el hombre
(Harkess et al., 1989), e incluso hay estudios
que revelan que perros pertenecientes a pa-
cientes con ehrlichiosis no presentaron evi-
dencia seroldgica de infeccion canina reciente
(Rohrbach et al., 1990). Hay otros estudios
que afirman la participacion del perro como
factor de riesgo debido a su densidad
poblacional, alto contacto fisico con las per-
sonas y habitats comunes para muchas es-
pecies de garrapatas (Paddock y Childs,
2003).

CONCLUSIONES

e En Lima Metropolitana, al menos el
14.3% de propietarios de caninos domés-
ticos con antecedentes de ehrlichiosis
presentan anticuerpos que reaccionan
contra Ehrlichia canis; sin embargo, no
evidencian positividad a la enfermedad
mediante la evaluaciéon hematol6gica
aunque presentan alteraciones hematolé-
gicas compatibles con la enfermedad.

70

e Las variables edad, género, exposicion
a garrapatas y nivel de contacto con pe-
rros no estuvieron asociadas a la pre-
sencia de anticuerpos contra E. canis
en propietarios de caninos domésticos
con antecedentes de ehrlichiosis en Lima
Metropolitana.
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