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Deteccion de Anticuerpos contra Ehrlichia spp en Propietarios de
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RESUMEN

Se determind la seropositividad contra Ehrlichia chaffeensis en propietarios de pe-
rros con antecedentes de ehrlichiosis mediante la prueba de inmunofluorescencia indi-
recta (IFI) y su asociacion con el género, edad, exposicion a garrapatas y nivel de contac-
to con los perros. El estudio se realizé entre enero y diciembre de 2009, donde se evalua-
ron 95 personas de Lima Metropolitana (Peru), sin distincion de género, edad o condi-
cion socioecondémica y cuyos perros tenian historia de ehrlichiosis menor de un afio. El
31.6% (30/95) presentaron anticuerpos contra E. chaffeensis. El1 38.7% (24/62) de los
individuos menores a 40 aflos y el 18.2% (6/33) de los individuos mayores a 40 afios
resultd ser seropositivo a E. chaffeensis (p<0.05). El1 29.4% de varones y el 32.7% de
mujeres resultaron seropositivos a E. chaffeensis (p<0.05). Ademas, el 40.0 y 8.0% de las
personas expuestas y no expuestas a artropodos presentaron seropositividad a este
patogeno.

Palabras clave:  Ehrlichia chaffeensis; inmunofluorescencia indirecta; personas; ga-
rrapatas; perros

The seroreaction of Ehrlichia chaffeensis through the indirect immunofluorescence
test (IFT) was determined in owners of dogs with a history of ehrlichiosis. In addition, the
association with gender, age, exposure to ticks and level of contact with dogs was
evaluated. The study was conducted between January and December 2009, where 95
people from Lima Metropolitan Region (Peru) were evaluated, regardless of gender, age
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or socioeconomic status, and whose dogs had a history of ehrlichiosis of less than one
year. The results showed that 31.6% (30/95) of dog owners presented antibodies against
E. chaffeensis. Besides, 38.7% (24/62) of the individuals younger than 40 years and 18.2%
(6/33) of individuals older than 40 years were seropositive to E. chaffeensis (p<0.05),
29.4% of males and 32.7% of females were seropositive to E. chaffeensis (p<0.05), and
40.0 and 8.0% of those exposed and not exposed to arthropods presented seropositivity

to this pathogen.

Key words: Ehrlichia chaffeensis; indirect immunofluorescence; people; ticks; dogs

INTRODUCCION

La ehrlichiosis es una enfermedad in-
fecciosa producida por bacterias Gram ne-
gativas intracelulares obligadas de tipo
pleomorficas y con frecuencia esferoide u
ovoide (Lopez et al., 2003). Estos gérmenes
pertenecen al Orden Rickettsiales, Familia
Anaplasmataceae y géneros Ehrlichia y
Anaplasma (Dumler et al., 2001), los cuales
infectan leucocitos y plaquetas (Dumler et
al., 1993; Tami, 2003). Entre ellas, existen
seis especies que causan infecciones en hu-
manos, incluyendo Ehrlichia chaffeensis,
agente responsable de la Ehrlichiosis
Monocitica Humana (EMH) y Anaplasma
phagocytophilum, causante de la
Anaplasmosis Granulocitica Humana (AGH).
Asi mismo, se han detectado pacientes in-
fectados con E. ewingii, E. canis, E. equi y
Neorickettsia sennetsu (Chen et al., 1994;
Dumiler et al., 2007).

La ehrlichiosis es una zoonosis emer-
gente transmitida a los humanos a través de
la picadura de garrapatas infectadas (Dumler
y Bakken, 1995; Bojersson, 2000). La enfer-
medad es de gran importancia en paises tro-
picales y sub-tropicales (Green, 1997). La
primera infeccion por ehrlichias en humanos
fue reconocida como «Fiebre del Sennetsu»
y se describio en Japon en 1954, No obstan-
te, el estudio de las ehrlichiosis humanas su-
frié un espectacular avance en 1986 debido
a la descripcion del primer caso de EMH en
los EEUU, en un paciente con sintomatologia
compatible con Fiebre Manchada de las Mon-
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tafias Rocosas (Maeda et al., 1987; Anderson
etal., 1991).

En Chile y Argentina se identificaron
anticuerpos contra Ehrlichia chaffeensis por
primera vez en humanos en 1999 (Lopez et
al., 1999; Ripoll et al., 1999), encontrandose
prevalencias de 11.8 y 14%, respectivamen-
te. Ademas, ha sido reportado en muestras
serologicas de humanos en Venezuela (Pérez
et al.,2006) y Brasil (Costa et al., 2006). La
mayor incidencia de estas infecciones se pro-
duce en los meses de primavera-verano y
principios de otofo, donde las especies de
garrapatas implicadas en la transmision de
estas bacterias estan mas activas (Blanco y
Oteo, 2002).

Moro et al. (2009) encontraron
seroprevalencias para E. chaffeensis del 25,
23, 3 y 3% en los departamentos de Piura,
Cuzco, Lima e Iquitos, respectivamente;
mientras que el Instituto Nacional de Salud
(INS) report6 una seroprevalencia de E.
chaffeensis de 9.2% en el departamento de
Ancash (Anaya et al., 2009). En fechas mas
recientes, Paulino et al. (2013) identificaron
en Lima Metropolitana anticuerpos contra E.
chaffeensis (20%) y E. canis (23.3%) me-
diante serologia (inmunofluorescencia indirec-
ta) en personas que realizan actividades ve-
terinarias (médicos veterinarios, técnicos de
laboratorio, bafiadores de perros, etc.). Por
lo tanto, se cree que la exposicion a
chrlichiosis puede representar un riesgo para
los propietarios de mascotas que padecen o
padecieron la enfermedad, lo cual podria te-
ner gran repercusion en la salud publica.
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El presente estudio tuvo por objetivo
determinar la seropositividad contra E.
chaffeensis en propietarios de perros con
ehrlichiosis y evaluar la asociacion entre las
variables sexo, edad, procedencia y exposi-
cion a garrapatas frente a la seropositividad
contra ehrlichiosis.

MATERIALES Y METODOS

Lugar del Estudio

El estudio se realiz6 entre enero y di-
ciembre de 2009 en la Facultad de Medicina
Veterinaria (FMV) de la Universidad Nacio-
nal Mayor de San Marcos (UNMSM), Lima,
Pert. La toma de muestras de pacientes y
procesamiento de muestras se realizo en el
Laboratorio de Patologia Clinica Veterinaria,
mientras que el ensayo de inmunofluores-
cencia indirecta (IFI) para el diagndstico de
E. chaffeensis se realizd en el Laboratorio
de Virologia.

Poblacion de Estudio

La poblacion del estudio estuvo confor-
mada por 95 personas (propietarios de ca-
nes), los cuales ingresaron al estudio volun-
tariamente, firmando un consentimiento in-
formado que detallaba los procedimientos a
realizar y los objetivos del estudio. Los pro-
pietarios fueron seleccionados a partir de la
llegada de perros con diagnostico definitivo
de ehrlichiosis canina a la Clinica de Anima-
les Menores de la Facultad de Medicina Ve-
terinaria de la UNMSM.

El diagnostico definitivo del cuadro de
ehrlichiosis en los perros fue realizado me-
diante evaluacién clinica, resultados
hematologicos y deteccion de anticuerpos
contra Ehrlichia canis | Ehrlichia ewingii.
Por cada perro se incluyé un maximo de 2
personas (propietarios) que manifestaban vi-
vir permanentemente con el animal (adultos,
adolescentes o niflos). Los perros debian te-
ner diagnoéstico reciente, estar en pleno tra-
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tamiento contra ehrlichiosis o haber padeci-
do la infeccion con un afo de antigiiedad
COmMo maximo.

Todos los procedimientos realizados en
el presente estudio fueron previamente revi-
sados y aprobados por el Comité de Etica de
la FMV-UNMSM. El nombre de los propie-
tarios se mantuvo anénimo para los efectos
del estudio.

Datos y Muestras

En un formulario, se colectaron datos
de los participantes con relacion a la edad,
género, procedencia, antecedentes de mor-
dedura de perros y contacto con garrapatas.
Los formularios fueron llenados y firmados
por los participantes, y en el caso de nifios
fue llenado por sus padres.

Se tomaron aproximadamente 6 ml de
sangre de los pacientes (personas) mediante
sistema de sangrado al vacio en tubos sin
anticoagulante. Las muestras fueron incuba-
das en bafio maria a 37 °C durante 20 min
para favorecer la formacion del coagulo san-
guineo. Luego, se centrifugaron a 1600 g por
10 min. El suero resultante fue colectado en
viales de 2 ml y almacenado en congelacion
(-20 °C) hasta la realizacion de las pruebas
serologicas.

Inmunofluorescencia Indirecta (IFI)

Se realiz6 la prueba de inmunofluo-
rescencia indirecta (IFI). Se utilizaron placas
conteniendo células infectadas (DH82) con
Enhrlichia chaffeensis (Fuller Labora-
tories®). Se utilizo una anti-inmunoglobulina
(anti-Ig-FITC) conjugada con el marcador
fluorescente para la lectura final (Paulino et
al., 2013; Starkey et al., 2014). El punto de
corte para la prueba fue de 1:50. La lectura
de las placas se hizo en un microscopio de
epifluorescencia con filtro azul Leica, em-
pleando el objetivo de 40X y 100X (Figura
1A). Se adjudico una escala cualitativa (de
una a cuatro cruces) para las muestras posi-
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Figura 1. Prueba de inmunofluorescencia indirecta (IFI) contra Ehrlichia chaffeensis (Dilu-
cion 1:50). A) Resultado negativo; B) Resultado positivo. 400X

tivas comparandolas con el control positivo.
Asimismo, se consideraron sueros negativos
a aquellos que no presentaron fluorescencia
alguna, observandose Unicamente el color
rojizo ocre de las células (color de contras-
te), al igual que en la imagen del control ne-
gativo (Figura 1B).

Analisis Estadistico

Se calculo6 el porcentaje de positividad
a E. chaffeensis con intervalos de confianza
de 95%. Asimismo, se determinaron los por-
centajes de positividad de acuerdo con las
variables edad (mayores o menores de 40
afos), género, procedencia y exposicion a
garrapatas (Si, No) en un cuadro de contin-
gencia.

Se utilizo la prueba de Chi-cuadrado para
evaluar la asociacion estadistica entre las
variables antes descritas y el porcentaje de
positividad a E. chaffeensis, considerando un
nivel de significancia de 5%. Todos los anali-
sis fueron realizados con el paquete estadis-
tico Stata 14 (Stata Corp, College Station, TX).

Informes a los Pacientes

Los resultados serologicos fueron en-
viados a los participantes del estudio utilizan-
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do los correos electronicos personales regis-
trados en las fichas correspondientes.

RESULTADOS

Treinta de los 95 propietarios de
mascotas resultaron positivos a la presencia
de anticuerpos contra E. chaffeensis, lo que
representd una prevalencia de 31.6%
(IC95%: 22.4-41.9%).

E138.7% (24/62) de los individuos me-
nores a 40 afios resulto ser seropositivo, mien-
tras que el 18.2% (6/33) de los individuos
mayores a 40 afios presento seropositividad
a E. chaffeensis, segin la técnica de IFI
(p<0.05). Asimismo, el 29.4% de varones y
el 32.7% de mujeres resultaron seropositivos
a E. chaffeensis (p<0.05). Ademas, el 40.0
y 8.0% de las personas expuestas y no ex-
puestas a artropodos presentaron sero-
positividad a este patdogeno (Cuadro 1).

Respecto a la evaluacion de la asocia-
cion estadistica de la edad, género y exposi-
cion a garrapatas frente a la seropositividad,
se encontrd que las edades menores a 40 afios
y la exposicion a artropodos (garrapatas) pre-
sentod tener asociacion estadistica frente a la
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Cuadro 1. Resultados de la prueba de
Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) a
Ehrlichia chaffeensis en 95 propietarios de
perros con historia de ehrlichiosis (<1 afio)

Pacientes
Variables Positivos
Total (%)

Edad (afos)

<40 62 38.7%

>4() 33 18.2°
Género

Masculino 34 29.4*

Femenino 31 32.7°
Exposicion a
garrapatas

Si 70 40.0°

No 25 8.0
Total 95 100.0

ab Superindices diferentes dentro de

variables indican diferencia estadistica
(p<0.05)

seropositividad contra Ehrlichia chaffeensis
en el presente estudio.

DiscusioN

Los resultados del estudio indicaron un
elevado porcentaje de positividad a ehrlichiosis
en propietarios de canes con antecedentes
de enfermedad (31.6%), valores mayores al
9.2% reportado por Anaya et al. (2009) en
Ancash y las seroprevalencias de 3 a 25%
reportadas por Moro et al. (2009) en diver-
sas zonas del Pert. No obstante, dichos es-
tudios fueron realizados con poblacion rural
y no necesariamente con vinculos a perros
con antecedentes de la enfermedad. El estu-
dio mas parecido al presente es el llevado a
cabo por Paulino et al. (2013), quienes de-
mostraron 20% de positividad a FE.
chaffeensis en una poblacion ocupacional en
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riesgo, tales como médicos veterinarios, ba-
fladores de perros, enfermeros veterinarios y
técnicos en general.

En el presente estudio se hallé que las
personas menores a 40 afios presentaron una
mayor frecuencia de seropositividad contra
E. chaffeensis que personas de mayor edad;
sin embargo, otros estudios indican que las
edades de mayor riesgo son superiores a 40
aflos, ya que esta enfermedad es considera-
da «ocupacional» (Paddock y Childs, 2003),
reportandose incluso la edad de 53 afios como
edad promedio (Ismail et al., 2010). En el
presente estudio se postula la idea que la
seropositividad esta vinculada al mayor con-
tacto doméstico con animales infectados, lo
que explicaria la mayor proporcion en perso-
nas menores a los 40 afios. E1 CDC (2010)
indica en su pagina web que en el periodo
2000-2010, las personas entre 40 y 44 afios
presentaron una probabilistica de 1.8 casos
de ehrlichiosis por millon de habitantes, mien-
tras que las personas entre 60 y 64 afios tu-
vieron una probabilistica de 4.7 casos por
millon.

El estudio reveld una mayor proporcion
de mujeres seropositivas a E. chaffeensis.
Sin embargo, Paddock y Childs (2003) indi-
can una ratio de 2:1 a favor de los varones.
Inclusive el CDC (2010) reporta esta tenden-
cia debido a la asociacion entre la ehrlichiosis
y las actividades laborales/recreacionales que
realizan los hombres en zonas prevalentes
(Ismail et al., 2010), llegando al 61% de fre-
cuencia para los varones.

El factor de riesgo de mayor impacto
es la exposicion a garrapatas debido a que
son los transmisores de la enfermedad. Esto
ha sido ampliamente corroborado con estu-
dios relacionados (Anaya et al., 2009; Moro
et al., 2009; Paulino et al., 2013). Los géne-
ros que principalmente estan involucrados en
la transmision de la ehrlichiosis son
Riphicephalus sp, Amblyomma sp e Ixodes
sp, los cuales han sido reportados en la costa
peruana (Bustamante, 1998; Liberato, 1998;
Estares, 1999).
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CONCLUSIONES

Se reporta una seropositividad a E.
chaffeensis de 31.6% (IC, : 22.4-41.9)
en propietarios de canes con anteceden-
tes de ehrlichiosis en Lima Metropolitana.
Las personas menores a 40 afios pre-
sentaron una mayor seropositividad con-
tra Ehrlichia chaffeensi que personas

de mayor edad.
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