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RESUMEN
En la clínica Veterinaria de la Universidad  de los Lla- nos, se muestrearon 30 caninos sin distingo de sexo, edad y raza, durante los meses  de septiembre  a diciembre.  Dos animales clínicamente  sanos,  se to- maron como controles  ne- gativos y la restante  pobla- ción con  signos  compati- bles de enfermedad hemoparasitaria  y antece- dentes de infestación con garrapatas fueron el grupo problema.  La prueba  de inmunoabsorción  ligada  a

enzimas  (ELISA) fue posi- tiva para 26  animales, co- rrespondiente  al 92.9%  y negativa para 2 animales que  corresponde  al 7.1%. De los 26  animales  positi- vos a la prueba  serológica para  Ehrlichiosis canina  9 (34.6%), fueron confirma- dos por la observación  de mórulas   dentro del cito- plasma de leucocitos mononucleares. Los resul- tados fueron evaluados estadísticamente mediante la prueba de homogeneidad de  proporciones  (Prueba

exacta de Fisher), para en- contrar el grado de correla- ción  entre el frotis sanguí- neo y la prueba serológica, p>0.05; no determinando diferencias estadísticas sig- nificativas; la distribución t “student”  elaborada  para las variables hematológicas de los pacientes serológicamente positivos, enfrentados  a los positivos por  frotis sanguíneo  Vs. Negativos por frotis sanguí- neo; no reveló  diferencias estadísticas significativas (p>0.05) indicando que el

cuadro  hemático  y el re- cuento diferencial no son orientación  confiable  para el diagnóstico de Ehrlichiosis, por lo que se hace  necesaria  la realiza- ción de pruebas serológicas específicas  que  ayuden  a un diagnóstico definitivo en cualquier  fase de la enfer- medad como la prueba   de ELISA.
Palabras clave: Ehrlichia canis, hemograma, diagnóstico.
ABSTRACT
The work was  carried  out in the  veterinary  clinic of the Universidad de Los Ll- anos, Villavicencio, 30 dogs, without distinguish of sex, age and breeding were examined in the time Sep- tember  or December.  Two animals were took like con- trols and the others twenty eight, that showed compat- ible signs with hemoparasites and that suffered of infections ticks,

were the problem group, Ehrlichiasis ELISA test was positive to 26 animals (92%),    and  negative  for two of them (7.1%) nine of former (34.6%) were con- firmed by the  microscope observation of the mórulas
into the mononuclear leucocytes cytoplasm. Stastiscally the results were evaluated by the  homoge- neity     of    propor tions test(exact  probe  of Fisher)

to find the  correlation  de- gree between  blood smear and  serological test, where p>0.05 was  not  consid- ered  significant.  The Stu- dent distribution, elabo- rated to the  hematological variables of the serological positive animals,  that con- fronted to the positive blood smear    Vs negative blood smear animals, didn’t show stastistically signifi- cant  differences  (p>0.05)

indicating that hemogram and  differential recount are not  a  good orientation  for the ehrlichiosis diagnosis, so   its   necessar y   the achievement of   specific serological probes thats can help to stablish a definitive diagnosis  in any phase  of the illness.
Key words: Ehrlichia canis, Elisa, hemogram, diagno- sis.
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INTRODUCCIÓN
Las condiciones ambienta- les tropicales del municipio de Villavicencio, favorecen la presencia de parásitos como la garrapata Rhipicephalus sanguineus, la cual desempeña un pa- pel importante  en la trans- misión de numerosos agen- tes patógenos entre ellos: Babesia sp, Hepatozoon canis,   Haemobar tonella sp.  y Ehrlichia  canis.  La Ehrlichiosis canina  es una enfermedad  infecciosa po- tencialmente fatal en esta especie,  así como en otros miembros de la familia Canidae que tienen distri- bución mundial;  es causa- da por parásitos  intracelu- lares  obligados  del género Ehrlichia, de la familia Ehrlichiae.
Durante la atención  médi- ca prestada a pequeños animales  en la Clínica Ve- terinaria es frecuente en- contrar caninos con signos clínicos compatibles de Ehrlichiosis; tales signos se pueden confundir con los manifestados por otras patologías, lo que hace necesario  la ejecución  de pruebas   específicas  que

permitan un diagnóstico rápido y de mayor precisión de la enfermedad.
En la  actualidad, resulta difícil dar  un  diagnóstico confirmativo de la enferme- dad en clínicas y consulto- rios veterinarios de Villavi- cencio, basados  solamente en la apreciación de los sig- nos  clínicos  del paciente, debido a que son inespe- cíficos (fiebre, anorexia, depresión, pérdida de peso, epistaxis, hemesis) (Hibbler et  al  1986;  Gregor y  y Forrester  1990: Hoskins,
1991) y a la variación  pre- sentada   de  acuerdo  a  la fase de la enfermedad. Igualmente  los resultados del cuadro hemático, carac- terizado por tromboci- topenia,  leucopenia  severa y anemia;  (Waner y Harrus
1997);  en pocos casos se pueden  asociar con la pre- sencia del parásito en frotis
de sangre  periférica, debi-
do al grado de dificultad que  representa, el contar
con pocas  células  blancas
y las  características mis- mas de la rickettsia causan-
te de la enfermedad, por lo
tanto el diagnóstico se basa

en la combinación de anamnésicos, sintomatolo- gía, anormalidades hema- tológicas  y confirmación, con la observación del pa- rásito en los frotis sanguí- neos de sangre periférica preferiblemente.
La prueba  de ELISA es un análisis confiable  para ob- tener  un  diagnóstico  rápi- do de la enfermedad  y está remplazando a la prueba de inmunofluorescencia indi- recta de anticuerpos  (IFA), ya que no requiere de equi- po especializado, de tal manera que se puede prac- ticar en centros clínicos con la dotación del kit.  El snap combo kit para la detección de anticuerpos contra Ehrlichia canis  es un aná- lisis de  inmunoabsorción ligada  a  enzimas  (ELISA) del laboratorio IDEXX, que
identifica una región immunodominante P30 para lo cual utiliza anticuerpos  monoclonales
111H7. Esta prueba posee una sensibilidad de 98.8% y  una  especificidad   de
100%.
Se  diseñó  para  detectar

anticuerpos a Ehrlichia canis  y requiere un equipo mínimo para su elaboración (Waner et al., 2000a) y uti- liza antígenos  purificados de cultivos de células infec- tadas  con E. canis  adheri- dos a papel de nitrocelulo- sa, el cual es incubado con una solución de bloqueo para reducir reacciones inespecíficas (Waner et al.,
2001).
Existen además  pruebas como Western inmunoblot y PCR, que  ayudan  a  ca- racterizar  y diferenciar los distintos microorganismos que causan ehrlichiosis (Kakoma et al.,  1994), la técnica  de  PCR permite también un diagnóstico rá- pido y con sensibilidad  se- mejante a las técnicas men- cionadas anteriormente (Iqbal et al., 1994; Wen et al., 1997).
Por lo anterior, este trabajo pretende  asociar una prue- ba  serológica (ELISA) y el frotis sanguíneo,  dos técnicas  empleadas en  el diagnóstico de Ehrlichiosis canina
MATERIALES Y MÉTODOS
El trabajo se realizó duran- te un periodo de cuatro meses,  en la clínica veteri- naria de la Universidad de los Llanos. Se muestrearon
30  caninos sin distingo de raza, edad o sexo, durante el periodo de septiembre  a
diciembre.  De los 30  ani-
males, 2 se tomaron como

control negativo, los cuales eran animales  sanos y con resultados hematológicos dentro de los rangos norma- les, la restante población en estudio presentó signos compatibles  con enferme- dad hemoparasitaria y an- tecedentes de  infestación con garrapatas.

La recolección de muestras de sangre  se realizó de la vena radial, utilizando sue- ro para la prueba de ELISA; para  esto  se tomó un vial al cual se le agregó con una pipeta  pasteur  0.15 ml de suero  (2  gotas),  a esto  se adicionó 5 gotas del conju- gado,  se homogenizó  y se

colocó todo el contenido en la bandeja  designada  para la muestra  en el dispositi- vo, se selló para la activa- ción y al cabo de 10 minu- tos se realizó la lectura,  la cual se hizo de acuerdo  a la coloración obtenida en el dispositivo de resultados.
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La sangre entera  se utilizó para el hemograma (hematocrito, hemoglobina, recuento total de células blancas, recuento diferen- cial de  células  blancas  y

recuento de trombocitos). Además se realizaron ex- tendidos de sangre periférica y de la capa  de células blancas  coloreados con Wrigt  y Giemsa para

la observación del parásito en los leucocitos, de acuer- do a la técnica descrita por Benjamín (1984).
La prueba t de “student” se

utilizó para  determinar  las posibles diferencias entre los valores del cuadro hemático entre individuos positivos  y negativos  al frotis sanguíneo.
RESULTADOS Y DISCUSIÓN
Los signos clínicos encon- trados en los animales pro- blema, fueron muy variados entre  ellos los más  comu- nes, decaimiento presenta- do en el 75%,  membranas mucosas  pálidas  en  el 
67.86%, linfadenitis en el
67.86% y pérdida de peso
en el 64.28% de los ani- males.  La variación de los
signos clínicos puede deber-
se a la condición corporal, a la capacidad de respuesta
inmunológica y la fase de la
enfermedad que presenta- ban los animales al momen-
to de ser examinados.
La prueba  de  inmunoab- sorción ligada a enzima (ELISA), fue positiva   para
26 animales, lo que corres- ponde al 92.9% y negativa para 2 animales (7.1%). La serología positiva en los 26 caninos,  revela que  estos estuvieron en contacto con el agente  causal  de la en- fermedad y que desarrolla- ron títulos significativos de anticuerpos contra Ehrlichia canis, que acom- pañados  por una sintoma- tología compatible de la enfermedad  indica que los animales  presentaron esta patología. Igualmente la prueba serológica positiva permite asociar mayor número de casos de E. canis,  aunque  la observa- ción del parásito en el frotis

sanguíneo  no sea  posible, posibilitando así un diag- nóstico confiable de la en- fermedad y un tratamiento adecuado.
De los 26  animales  positi- vos a la prueba  serológica solo 9 (34.6%) fueron con- firmados con la observa- ción al microscopio de mórulas   dentro del cito- plasma de leucocitos mononucleares  (figura 1). La identificación del pará- sito se realizó en linfocitos y monocitos en extendidos de  células  blancas   que se colorearon   con Wrigth y Giemsa  siendo  posible la identificación del hemoparásito con  ambas tinciones,  de  acuerdo  con lo sugerido  por Baneth  et al. (1996), Duque y More- no  (1998), Andereg and Passos  (1999).
La prueba estadística exacta de Fisher para en- contrar  la correlación   en- tre el frotis sanguíneo  y la prueba serológica no fue significativa  (p>0.05) lo que indica que no hubo correlación entre el frotis y la serología.
En la prueba  t de student, las variables del cuadro hemático (hematocrito, he- moglobina, recuento de leucocitos  y trombocitos)

comparadas entre  los pa- cientes positivos a frotis sanguíneo  vs negativos  al frotis, pero positivos a serología, no fueron signifi- cativos (p>0.05) , indican- do que  los resultados  del hemograma  no orientan  el diagnóstico y esto se debió a una gran variación en los datos,  por lo que  se hace necesaria la implementa- ción de otras pruebas diagnósticas específicas que nos permitan la aproximación a un diagnós- tico confirmativo de Ehrlichiosis.  (Figura 2)
Los rangos  de  hemoglobi- na interpretados como nor- males incluyeron aquellos entre  12  y 18  mg/dl.  El
71.42% presentaron nive- les bajos, 28% se conside- ró como índices normales;
Los rangos  normales  de
leucocitos  se consideraron entre 5.500 y 18.000 cel/
ìl, el 21.43%, de  los  ani-
males  en estudio   mostra- ron  leucocitosis  posible-
mente  debido  a la asocia-
ción de la enfermedad  con otras  patologías  que  ocu-
rren de  manera  concomi-
tante.   De igual manera  se encontró que la leucopenia,
solo estuvo presente  en un
28.57% de  los casos,  lo que  concuerda  con lo ha-
llado   por   Woody   and 
Hoskins  (1991), quienes

afirman que la pancitopenia suele resultar de la hipoplasia de la médula ósea  y ocurre  en  la  fase crónica  grave de  la enfer- medad.
Respecto al recuento de trombocitos se consideró valor normal 400.000 cel/ìl, el 89.28% de los ca- ninos  reflejaron tromboci- topenia  y el 10.71% pre- sentaron valores normales. Parece  ser que  la trombo- citopenia severa, es la anor- malidad hematológica más común  y consistente en caninos  infectados  natural o experimentalmente con E. Canis.  Waner  y Harrus (1997), afirman  que  la trombocitopenia  se debe a varios mecanismos: en  la fase aguda a la destrucción, debido a cambios en el endotelio de los vasos san- guíneos y el secuestro esplénico de trombocitos.
Igualmente Smith et al (1975); Kakoma et al (1978) y Pierce et al (1977) afirman que la tromboci- topenia  se  debe  a la des- trucción inmunológica y la disminución significativa de la vida media  de estas  cé- lulas. Se reporta que en ca- ninos con Erhlichiosis exis- te una citoquina sérica lla- mada  factor de  inhibición de la migración plaquetaria
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Figura 1.   Frotis  sanguíneo con parásito Ehrlichia canis dentro del citoplasma de un linfocito, Tinción de wright, aumento  100X.
Figura 2. Porcentaje  de animales  con sintomatología  de E. Canis y su variación  en los valores del hemograma.
Figura 3. Porcentaje  de animales  con sintomatología  de E. Canis y su variación en el recuento  diferencial de Leucocitos.
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FIMP que fue aislado y ca- racterizado y posiblemente juega un papel importante en  el secuestro  y estasis plaquetario,  el FIMP impi- de la migración de estos elementos  y es  elaborado por linfocitos cuando se ex- ponen a monocitos infecta- dos  (Abeygunawardena  et al 1990). La demostración en suero sanguíneo de anticuerpos antiplaque- tarios (APA) en perros des- pués de la infección con Ehrlichia canis, apoya la teoría de la destrucción  in- mune en la fase aguda (Waner et al 1995; Waner et al 2000).
En la fase crónica severa de la enfermedad, la disminu- ción de la producción plaquetaria   debido  a  la

hipoplasia de la médula ósea es una de las razones más  impor tantes   de  la trombocitopenia (Woody and Hoskins, 1991).
Los resultados  hematoló- gicos que hacen  referencia al recuento  diferencial  no presentaron diferencia estadística significativa (p>0.05) entre los anima- les  experimentales  y los controles, debido a la gran variación en los datos  ob- tenidos de los caninos con sintomatología  de la enfer- medad,  en quienes  los re- sultados  variaron de bajos a  normales  y altos.  De lo anterior concluimos que estadísticamente no  hay diferencia significativa entre animales con sinto- matología  y los controles

negativos, indicándonos que  el hemograma  no  es una orientación confiable para el diagnóstico de Ehrlichiosis; sin embargo hubo diferencias biológicas en los resultados de la me- dia del hematocrito,  hemo- globina, leucocitos y trombocitos, indicando que los animales  con sintoma- tología de  la  enfermedad tienden a variar respecto a los valores normales.   (Fi- gura 3).
En el recuento diferencial se encontró  que  el 25%  pre- senta  neutropenia, 25% neutrofilia y el 50%   valo- res considerados dentro de los rangos normales;  estos resultados  no pueden  con- siderarse como estándar para el diagnóstico, debido

a  la variación  que  ocurre durante  el transcurso  de la enfermedad, igual compor- tamiento se presenta con el porcentaje  de linfocitos
Aunque no era objetivo del trabajo se encontró que las razas mayormente afecta- das  son  el pastor  alemán (17.9%) y labrador (14.3%). Las edades  osci- laron entre  7  meses  a 10 años  con mayor presenta- ción de casos en pacientes con edades entre 2 y 4 años (42.8%).
De los 30 caninos incluidos en el estudio 15 fueron ma- chos y 15 hembras, corres- pondiendo  el 50%  a cada género.
CONCLUSIONES
La identificación    de  la mórula  de  Ehrlichia canis en  frotis sanguíneo  es  un diagnóstico  definitivo que no requiere confirmación por prueba  serológica;  sin embargo la no observación del parásito  en el frotis no descarta  la presencia  de la enfermedad.
La observación de Ehrlichia canis en frotis sanguíneo es posible durante la fase agu- da de la enfermedad; no obstante  frotis de concen-

trados  de la capa  de célu- las blancas aumenta la pro- babilidad de encontrar el parásito tanto en la fase aguda como en la crónica.
No se  halló diferencia  es- tadística significativa en las variables del hemograma al correlacionar pacientes  po- sitivos al frotis con pacien- tes positivos a la prueba de ELISA en los cuales  no se encontró  el parásito,  indi- cando  que  el hemograma es     una     herramienta 

diagnóstica  que debe  eva- luarse  con cuidado  y esto hace necesario utilizar pruebas diagnósticas confirmativas como la prue- ba que permitió una aproxi- mación confiable del diag- nóstico de Ehrlichiosis.
La implementación de  un método diagnóstico  rápido como  la prueba  de  ELISA que determina la presencia de anticuerpos en cualquie- ra de las fases de la enfer- medad,   es     de   mayor 

confiabilidad y fácil adqui- sición, debe hacerse en pacientes  en los que no se puede  confirmar  la enfer- medad por la presencia del parásito,  lo que representa para  el médico  veterinario un apoyo importante,  que sumados  a la historia clíni- ca, análisis de signos clíni- cos y hallazgos  de labora- torio, permiten hacer un diagnóstico más preciso y por consiguiente  la instau- ración de un tratamiento eficaz.
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