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Deteccion hematologica de Anaplasma phagocytophilum en
caballos de la provincia de Chiclayo, Peru

Hematological detection of Anaplasma phagocytophilum in horses in the
province of Chiclayo, Peru
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RESUMEN

El objetivo del estudio fue detectar Anaplasma phagocytophilum en caballos de la
provincia de Chiclayo, Pert, utilizando técnicas hematologicas. Se colectaron 100 mues-
tras de sangre de caballos aparentemente sanos y con antecedentes de exposicion a
garrapatas. El estudio hematoldgico consistio en la realizacion del hemograma y la eva-
luacion de frotis sanguineos tefiidos con Wright y naranja de acridina para la busqueda
de cuerpos de inclusion y morulas del agente patdogeno. E1 9% de caballos (9/100) presen-
taron estructuras compatibles con cuerpos de inclusion o morulas de A. phagocytophilum,
por lo que fueron considerados como «positivos». Este grupo de animales presentd
leves alteraciones en la serie leucocitica y trombocitica. Los hallazgos indican la presen-
cia de 4. phagocytophilum en caballos en el Perti.

Palabras clave: Anaplasma phagocytophilum; caballos; técnicas hematoldgicas

ABSTRACT

The aim of this study was to detect Anaplasma phagocytophilum in horses from the
province of Chiclayo, Peru, using haematological techniques. One hundred blood samples
were collected from apparently healthy horses with a history of exposure to ticks. The
haematological study consisted of blood count and the evaluation of blood smears
stained with Wright and acridine orange to search for inclusion bodies and morulae of
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the pathogen. Results showed that 9% of horses (9/100) presented structures compatible
with inclusion bodies or morulae of A. phagocytophilum, so they were considered as
«positiven. This group of animals presented slight alterations in the leukocytic and
thrombocytic series. The findings indicate the presence of A. phagocytophilum in horses

in Peru.
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INTRODUCCION

Anaplasma phagocytophilum es una
bacteria gram negativa intracelular obligato-
ria que infecta granulocitos, principalmente
neutréfilos, en cuyos citoplasmas forma una
«microcolonia» denominada «moérulay
(Woldehiwet, 2010). Es capaz de infectar a
un gran nimero de mamiferos; sin embargo,
la enfermedad clinica solo ha sido documen-
tada en perros, ovejas, cabras, caballos, ga-
tos y humanos, entre otros (Diniz y
Breitschwerdt, 2011), denominandose
anaplasmosis granulocitica.

La transmision de la enfermedad se pro-
duce principalmente por la mordedura de una
garrapata infectada del género Ixodes a un
individuo susceptible (Pusterla y Madigan,
2014). La distribucion de la enfermedad esta
asociada a la presencia de la garrapata vector,
la cual se encuentra distribuida principalmente
en el hemisferio norte. En el Pera ha sido
reportada en el departamento de Amazonas
(Macedo et al., 1994), y en el departamento
de Piura (Glenny et al., 2004) infestando ani-
males domésticos y silvestres.

Segun el Centro para el Control y la
Prevencion de Enfermedades de los Estados
Unidos (CDC), la Anaplasmosis Granulocitica
Humana (AGH) es una enfermedad infec-
ciosa de caracter zoonotico cuyos reportes
se han ido incrementando anualmente. De 348
casosen 2000 a 4151 casos en 2016, con una
tasa de letalidad estimada inferior al 1%. Asi
mismo, tiene una presentacién clinica
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inespecifica, siendo el sintoma mas comun la
fiebre, seguido por dolor de cabeza, dolor
muscular, malestar general, resfrio, nauseas,
dolor abdominal y tos (CDC, 2018).

La Anaplasmosis Granulocitica Equina
(AGE) fue reportada por primera vez en ca-
ballos al norte de California en 1960, habién-
dose diseminado dentro de Estados Unidos,
Canada y Europa (Pusterla y Madigan, 2014)
y en paises de Sudamérica como Chile
(Conejeros, 2012), Brasil (Farias et al., 2015)
y Venezuela (Arraga et al., 1992; Castella-
nos et al., 2010). La presentacion de la en-
fermedad esta en funcion a la edad de los
caballos, siendo mas afectados los de mayor
edad (Pusterla y Madigan, 2015); sin embar-
g0, la enfermedad es autolimitante, habién-
dose reportado caballos infectados
asintomaticos (Madigan, 1993).

El diagnostico se basa en la anamnesis,
presentacion de signos clinicos y evaluacion
hematoldgica en primera instancia. La técni-
ca hematologica consiste en la realizacion del
hemograma y la evaluacion del frotis sangui-
neo para la busqueda de cuerpos de inclusion
o morulas en el citoplasma de neutrofilos y
eosinoéfilos (Gribble, 1969). La moérula puede
ser evidenciada entre menos del 1% hasta
en 20-30% de los neutrofilos durante los pri-
meros dias de la infeccion (fase aguda)
(Madigan y Pusterla, 2000); sin embargo exis-
ten reportes de la permanencia de la bacteria
en circulacion periférica en caballos meses
después de su recuperacion clinica. La sen-
sibilidad y especificidad de la técnica es limi-
tada, por ello es necesario el uso de técnicas
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confirmatorias como el PCR, técnica alta-
mente sensible y especifica; sin embargo, el
Gold Standard es la prueba serologica de
inmunofluorescencia indirecta (IFI) (CDC,
2018).

En el Pert, los caballos cumplen un rol
cultural (Caballo Peruano de Paso), social
(policia), deportivo (caballos de carrera),
interactivo (caballos de paseo), e incluso te-
rapéutico (equinoterapia), que hace estrecha
su relacion con el hombre favoreciendo la
transmision de enfermedades zoondticas. La
deteccion hematologica de 4. phagocy-
tophilum es, por lo tanto, de importancia para
la salud publica. El diagnostico temprano de
la enfermedad es crucial para la aplicacion
de un correcto tratamiento y recuperacion del
paciente, ya que la mortalidad esta altamente
relacionada con el tiempo de evolucion de la
enfermedad, tanto en humanos como en ca-
ballos.

MATERIALES Y METODOS

La coleccion de muestras se realizé en
la provincia de Chiclayo, departamento de
Lambayeque, ubicada en la costa norte del
Pert, que presenta un clima subtropical con
temperaturas promedio de 15.4-28.8 °C
(SENAMHI, 2019).

Se colectaron 100 muestras de sangre
(3 ml) en tubos comerciales con EDTA de
caballos de cuatro haras en marzo de 2015.
Para el muestreo se considero la totalidad de
animales de cada establecimiento, sin distin-
cion de sexo, edad o raza. Los animales se
encontraban aparentemente sanos el dia de
la toma de muestra, y todos tenian antece-
dentes de exposicion a garrapatas.

El procesamiento de muestras para los
recuentos hematologicos se llevo a cabo en
el Centro Veterinario «Mas que Patas» de la
ciudad de Chiclayo, la evaluacion de los frotis
sanguineos tefiidos con Wright en el Labora-
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torio de Patologia Clinica Veterinaria de la
Facultad de Medicina Veterinaria (FMV) de
la Universidad Nacional Mayor de San Mar-
cos (UNMSM) y la evaluacion de los frotis
teflidos con naranja de acridina en el Labora-
torio de Epidemiologia y Economia Veterina-
ria de la FMV-UNMSM, estos ultimos ubi-
cados en la ciudad de Lima.

Se determiné la serie eritrocitica
(hematocrito [%], hemoglobina [g/dl], re-
cuento total de globulos rojos [x10%/ul]), la
serie leucocitica (recuento total de leucocitos
[x10%/ul], recuento diferencial relativo y ab-
soluto), y la serie trombocitica (recuento to-
tal de plaquetas), de acuerdo a lo establecido
por Benjamin (1991). Ademas, se observa-
ron los frotices sanguineos tefiidos con Wright
y naranja de acridina (Gribble, 1969) para la
blsqueda de cuerpos de inclusion y morulas
(Uehlinger et al., 2011).

Para la visualizacion de los frotis san-
guineos tefiidos con Wright se utilizé el mi-
croscopio de inmersion Leica DM 500 con
objetivo de 100X para determinar el porcen-
taje de células circulantes con cuerpos de in-
clusion (CI) y morulas y, a su vez, el nimero
promedio de CI y morulas/células. Este pro-
cedimiento se realiz6 identificando al menos
200 células (entre neutrofilos y eosinofilos)
(Franzén et al., 2009) y se repitio 10 veces
por cada frotis de sangre. La busqueda de
cuerpos de inclusion o mérulas se realizo tanto
en la monocapa como en la cola de los frotis
sanguineos.

En el caso de CI y moérulas compatibles
con A. phagocytophilum se utilizo la tincion
naranja de acridina (Forbes, 2009). Los frotis
fueron examinados en la monocapa y cola y
por lo menos 200 células (entre neutrofilos y
eosinoéfilos) fueron evaluadas, siguiendo el
mismo procedimiento indicado para la tincion
Wright, pero utilizando el microscopio de fluo-
rescencia ZEISS Axioskop 40 con objetivos
de 40x y 100x a una longitud de onda de excita-
cion de 450-490 nm y de emision de 515 nm.
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Cuadro 1. Variables hematoldgicas de nueve caballos positivos a Anaplasma phagocytophilum,
aparentemente sanos y con antecedentes de exposicion a garrapatas, de la provincia de

Chiclayo (Lambayeque, Peru). 2015

Variable Media D.E. Rango Valores .
referenciales

Serie Eritrocitos (x10%ul) 8.6 0.4 8.00-9.33 8.2*-12.2%
eritrocitica  Hemoglobina (g/dl) 12.2 1.1 104-13.7 13*—17°

Hematocrito (%) 35.0 3.5 30.0-40.0 32*—48*
Serie Leucocitos (x10%/pl) 10.9 34 6.6-169  8.00*—14.3%
leucocitica Valores relativos

Neutrofilos (%) 59.0 9.7 44.0-77.0 30-75°

Linfocitos (%) 39.0 9.8 21.0-49.0 25-60°

Monocitos (%) 0 0.7 0-2 1-8°

Eosinofilos (%) 1.0 1.1 0-3 1-10°

Basofilos (%) 0 0.5 0-1 0-3°

Valores absolutos

Neutrofilos (x10%/ul) 6.40 1.9 4.0-9.9

Linfocitos (x10%/ul) 4.30 1.9 1.8-5.9

Monocitos (x10%/ul) 0.03 0.1 0-0.2

Eosinofilos (x10%/ul) 0.1 0.1 0-0.3

Basofilos (x10%/ul) 0.03 0.05 0-0.1
Serie Plaquetas (x10/ul) 183 56.3 132-276  100% - 500°
trombocitica

2 Valores de referencia segun Lording (2008); ® Valores de referencia segun Jerez y Rudolph (1979)

RESULTADOS

El 9% de los caballos (9/100) eviden-
ciaron estructuras compatibles con cuerpos
de inclusion y morulas de Anaplasma
phagocytophilum en frotis de sangre
periférica tefiidos con Wright (Figura 1) y
naranja de acridina (Figura 2), siendo consi-
derados positivos al patdogeno. Los resulta-
dos de las variables hematologicas de los nue-
ve animales positivos, asi como los valores
referenciales se muestran en el Cuadro 1.
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Cuadro 2. Distribucion de caballos positivos
a estructuras compatibles con Anaplasma
phagocytophilum, segin la presencia de
trombocitopenia en caballos aparentemente
sanos y con antecedentes de exposicion a
garrapatas (Chiclayo, Perti). 2015

Con Sin
trombocitopenia trombocitopenia
(<183 x10%/ul)  (>183 x10%/ul)

Caballos 6 3
(n)

Plaquetas 148 252
(x10%/ul)
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Figura 1. Frotis de sangre de caballo. Neutrofilos con presencia de estructuras en citoplasma
(flechas) compatibles con cuerpos de inclusion de Anaplasma phagocytophilum.

Tincion Wright. 100X

Figura 2. Frotis de sangre de caballo.
Neutrofilos con evidencia de estructuras
fluorescentes (naranja) (flechas blancas) en
el citoplasma, compatibles con cuerpos de
inclusion o morulas de Anaplasma
phagocytophilum. Se evidencia, ademas, un
linfocito normal (flecha negra). Tincion Na-
ranja de Acridina. 40X
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El Cuadro 2, muestra la distribucion de
los animales «positivos» segln la presencia
o no de trombocitopenia, asi como la media
del conteo de plaquetas en cada grupo.

DiscUusION

La evaluacion hematologica para la de-
teccion de Anaplasma phagocytophilum en
caballos evidencio 9% de animales con es-
tructuras compatibles con cuerpos de inclu-
sion o morulas de Anaplasma phagocy-
tophilum en el citoplasma de neutrofilos
(Cuadro 1). Las estructuras visualizadas con
la tincion Wright fueron cuerpos de inclusion,
similares a las encontradas por Arraga et al.
(1992), alos que denominé «cuerpos elemen-
tales o iniciales». Algo similar reportd Gribble
(1969) quién observo inclusiones individuales
a las que denominé «inclusiones tempranas
pequefiasy. Estas estructuras podrian corres-
ponder a la fase de internalizacion de la bac-
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teria antes de la replicacion (Troese y
Carlyon, 2009). Sin embargo, las estructuras
fluorescentes visualizadas con la tincion na-
ranja de acridina corresponderian a morulas,
debido a su forma y distribucion en el cito-
plasma de los neutroéfilos.

Cabe mencionar que los animales eva-
luados se encontraban aparentemente sanos
el dia de la toma de muestra, lo cual coincide
con lo referido por Castellanos ef al. (2010)
quienes reportaron el hallazgo de estructu-
ras compatibles con A. phagocytophylum
en el frotis sanguineo de 32.9% de caballos
asintomaticos provenientes de dos hatos del
estado Apure, Venezuela.

La evaluacion hematoldgica de los ca-
ballos «positivos» (Cuadro 2) mostraron leve
leucocitosis, lo cual estuvo relacionada a un
aumento en el valor absoluto de neutréfilos,
lo cual podria darse como respuesta al estrés
durante la toma de muestra (leucocitosis fi-
siologica). A su vez, se evidenciéo moderada
linfopenia en algunos y linfocitosis en otros;
hallazgos que concuerdan con Franzén et al.
(2005).

Si bien la principal alteracién hemato-
logica de la infeccidon con 4. phagocy-
tophilum es la trombocitopenia (Pusterla et
al.,2000), solo el 56% de los animales «posi-
tivos» presentaron trombocitopenia (6/9), lo
cual difiere con otros estudios (Franzén et
al., 2005, 2009) donde se evidencid
trombocitopenias en todos los animales in-
fectados. No hay reportes de alteraciones en
el conteo de plaquetas en animales infecta-
dos asintomaticos; sin embargo, Franzén
(2008) demostro la persistencia de la bacte-
ria en la sangre detectada por PCR de san-
gre periférica hasta por tres meses después
la recuperacion clinica de caballos infecta-
dos experimentalmente.

En los animales «positivos» (9/100) se
evidenciaron estructuras compatibles con
cuerpos de inclusion o morulas en un rango
de 0.5 a 3% de neutrofilos (es decir,de 1 2 6
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por cada 200 neutrofilos). Franzén et al.
(2005) encontraron entre 0.5 y 16% de
neutrofilos infectados, en tanto que Madigan
y Pusterla (2000) refirieron que el porcentaje
de neutrofilos con inclusiones varia en todo
momento y entre caballos, presentandose
entre menos de 1% y hasta en 20 y 30% de
neutrofilos. Gribble (1969) evidencio el por-
centaje mas alto de infeccion (73%) utilizan-
do las tinciones giemsa y naranja de acridina.

Los animales en este estudio se encon-
traron aparentemente sanos el dia de la toma
de muestra, de alli que no cursaban la fase
aguda de la enfermedad. Esto indica tres po-
sibilidades: la primera, que los caballos hayan
cursado con picos de fiebre por periodos cor-
tos que pasaron desapercibidos por los cria-
dores, coincidiendo con Franzén et al. (2005),
quienes evidenciaron cuerpos de inclusion 2.6
dias después del inicio de la fiebre, siendo
por ello que el nimero de neutrofilos infecta-
dos fue bajo dado que el muestreo se realizo
al inicio de la aparicion de las inclusiones. La
segunda es que haya un mecanismo de adap-
tacion de los caballos de la zona con el agen-
te, como lo ocurrido en areas endémicas, don-
de la infeccion subclinica con 4.
phagocytophilum es comun, y los caballos
desarrollan anticuerpos contra este agente sin
haber presentado signos clinicos (Madigan,
1993).Y la tercera posibilidad es que ocurra
algo parecido a lo evidenciado en ovejas con
infeccion persistente, las cuales tras la recu-
peracion de la enfermedad clinica, no mani-
fiestan signos clinicos, pero hay evidencia de
la bacteria en sangre periférica (Stuen et al.,
2001).

CONCLUSIONES

e El presente estudio constituye el primer
reporte de deteccion hematologica
Anaplasma phagocytophilum en caba-
llos en el Peru, lo que evidencia la expo-
sicion al agente zoondtico. Por lo tanto,
la anaplasmosis granulocitica deberia
considerarse en la lista de diagnosticos
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diferenciales de enfermedades febriles,
tanto en humanos como en caballos.
La presentacion de la enfermedad seria
de tipo subclinico, dado que los animales
se encontraron aparentemente sanos.
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