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1. Introduccion y objetivos






INTRODUCCION Y OBJETIVOS

A partir del afio 1992, empezamos a observar en las consultas del Departamento
de Patologia Animal II de la Facultad de Veterinaria de Madrid, una serie de perros con
una sintomatologia y/o una analitica sanguinea compatibles con ehrlichiosis canina.
Algunos de estos animales presentaban concurrencia con otros procesos patoldgicos,

como la letshmaniosis.

Esto también fue corroborado por los casos remitidos desde clinicas veterinarias
usuarias del servicio de diagnéstico y control de leishmaniosis canina de nuestro

departamento.

En ese momento, gracias a la puesta a punto de diferentes técnicas de
laboratorio, ofertamos un apoyo al diagnéstico, tanto a las consultas de la Facultad de
Veterinaria, como a los clinicos privados de pequefios animales. Desde entonces,
empezamos a recibir muestras de perros sospechosos, muchos de los cuales eran
positivos. Ante esta situacién nos surgié 1a inquietud de profundizar en el conocimiento
de esta enfermedad.

El amplio abanico de sintomas que observdbamos en los primeros casos que
diagnosticamos nos hizo centramos en el estudio clinico de este proceso, con el objeto
de intentar definir cudl es ¢l cuadro que acompafia a la ehrlichiosis en nuestra drea
geografica.

Por otro lado, la variedad de resultados reflejados en la bibliografia en cuanto
a la eficacia terapéutica de distintos protocolos empleados en 1a ehrlichiosis canina nos
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INTRODUCCION Y ORJETIVOS

hizo plantearnos la posibilidad de realizar un estudio comparativo de dos de ellos,
incluyendo un tercero utilizado en Ia prictica por algunos clinicos privados.

Los objetivos generales que nos planteamos para la realizacién de este trabajo

son:

- Adaptar la técnica de inmunofiuorescencia indirecta (IFI) para el
diagndstico de ehrlichiosis canina.

- Definir el cuadro clinico y biopatolégico de este proceso patoldgico.

- Valorar la eficacia terapéutica de distintos tratamientos en el curso de

1a ehrlichiosis canina.

- Conocer la situacién real de la infeccién por E.canis en la Comunidad
Auténoma de Madrid, valorando su seroprevalencia y analizando la
existencia de diferentes factores de riesgo.



2. Revision bibliogrdfica






REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1. HISTORIA

Ehrlichia canis fue identificada por primera vez en 1935 en el Instituto Pasteur
de Argelia por Donatien y Lestoquard (Donatien y Lestoquard, 1935), tras observar que
algunos perros alojados en sus instalaciones e infestados por garrapatas desarroilaban
ocasionalmente un proceso febril agudo que cursaba con anemia. En las extensiones
sanguineas de los perros infectados, observaron unos pequefios microorganismos en el
interior de los monocitos, creyendo en un principio que podria tratarse de alguna
especie de rickettsia. Estos mismos autores demostraron que no se trataba de Rickertsia
conorii, la cual afectaba al hombre, si bien se habfa identificado también en perros
(Donatien y Lestoquard, 1936).

Inicialmente, este microoorganismo recibié el nombre de Rickertsia canis
(Donatien y Lestoquard, 1935; Donatien y Lestoquard, 1936). Moshkovskii sustituyé
en 1945 ese nombre por el actual de Ehrlichia canis, como reconocimiento a Paul
Ehrlich, gran bacteriélogo alemdn (Moshkovskii, 1945, citado por Ristic y Huxsoll,
1984).

Durante la década de los 40, se describieron casos de ehrlichiosis canina en
distintos paises del Centro y Sur de Africa y en la India (Ewing S.A., 1969); en 1957
esta enfermedad se detecté en Aruba (Antillas Holandesas) (Bool y Sutméiler, 1957,
citado por Ewing S.A., 1969).

La primera descripcién de E.canis en Estados Unidos se produjo en Oklahoma
en 1962 (Ewing, 1963). Entonces se consideraba que la ehrlichiosis canina cursaba,
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REVISION BIBLIOGRAFICA

tipicamente, con un cuadro leve caracterizaéo por fiebre, vomitos y secrecion
oculonasal (Ewing, 1969).

En la década de los 60, perros militares britdnicos sufrieron en Singapur un
cuadro agudo de etiologia desconocida (Wilkins et al, 1967). Poco después un proceso
de caracterfsticas similares aparecié en la poblacién canina americana destacada en
Vietnam (Huxsoll et al, 1969; Huxsoll et al, 1970a; Huxsoll et al, 1970b; Walker et al,
1970; Nims et al, 1971). La enfermedad cursé, fundamentalmente, con manifestaciones
hemorrdgicas graves, pancitopenia y emaciacién, causando un elevado mimero de
muertes en estas poblaciones (Walker et al, 1970; Nims et al, 1971). El proceso, debido
a las dudas surgidas en cuanto a su etiologfa, recibié diferentes nombres, tales como
rickettsiosis canina, tifus canino, fiebre hemorrdgica canina, sindrome hemorrigico
idiopdtico, enfermedad del perro de rastreo y pancitopenia tropical canina , si bien el
mds aceptado fue éste dltimo (Pennisi, 1989).

A finales de los afos 60 e inicios de los 70, diferentes trabajos seiialaron a
E.canis como el agente causal de la pancitopenia tropical canina (Huxsoll et al, 1969;
Huxsoll et al, 1970a; Huxsoll et al, 1970b; Huxsoll et al, 1972; Seamer y Snape, 1970;
Seamer y Snape, 1972). A priori no era l6gico pensar que el agente etiolégico de este
proceso fuera E. canis ya que, hasta entonces, dicho organismo sélo estaba relacionado
con un cuadro benigno, excepto en cachorros (Ewing, 1969).

A pesar de que la ehrlichiosis era conocida desde la década de los 30, los
investigadores intensificaron su atencién en ella tras la aparicién de estos brotes
epizodticos en perros de las fuerzas armadas y el posterior cultivo de E.canis (Nyindo
et al, 1971; Huxsoil, 1990).

La investigacion en este campo siguié un curso homogéneo hasta 1986, aio en

el cual se detectd, en medicina humana en Estados Unidos, una enfermedad desconocida
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hasta el momento, producida por un organismo intimamente relacionado con E.canis
(Maeda et al, 1987). Este hecho dio un nuevo impulso a la investigacién sobre esta
especie y, en general, sobre las enfermedades producidas por especies del género
Ehrlichia (Fishbein, 1990).

2.2. TRIBU Ehriichieae

La tribu Ehrlichieae se clasifica dentro de la familia Rickettsiaceae y del orden
Rickettsiales (Ristic y Huxsoll, 1984). Como ocurre con otras rickettsias, se trata de
microorganismos intracelulares obligados de forma cocoide, elipsoide o pleomérfica,
con un didmetro que puede ir de 0.3-0.5 a 0.8-2 micras (Weiss y Moulder, 1984).

En contraste con otras rickettsias que suelen invadir preferentemente el endotelio
vascular, estos organismos tienen mayor afinidad por las células del sistema
mononuclear fagocitario y, en especial, por los leucocitos circulantes (Ristic y Huxsoll,
1984).

El espectro de hospedadores para las especies de este género es muy amplio,
siendo patdgenas para perros, équidos, rumiantes y hombre (Ristic y Huxsoll, 1984),

Aunque existen diferencias entre unos y otros, las especies pertenecientes a esta
tribu presentan tres fases, parecidas a las de las chlamydias, en su ciclo de desarrollo
(Ristic y Huxsoll, 1984). En la primera de ellas tenemos los cuerpos elementales que
no son mads que microorganismos individuales (Ristic y Huxsoll, 1984). Estudios de
microscopia electrénica han mostrado que estos cuerpos elementales se dividen por
fisién binaria para formar los cuerpos iniciales (Hildebrant et al, 1973a), los cuales
continuan dividiéndose para dar lugar a las mérulas, llamadas asf por su aspecto tipico
(Hildebrant et al, 1973a; Smith y Ristic, 1977). Estas pueden incluso llegar a llenar por
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completo el citoplasma, desplazando el micleo celular y provocando la citolisis (Holland
et al, 1985a).

Si bien ain no se conoce ¢l modo en que se transmiten algunas especies de esta
tribu, las garrapatas son los vectores involucrados en la transmisién de a mayoria de
las enfermedades causadas por Ehrlichieae (Ristic y Huxsoll, 1984),

La tribu Ehriichieae se divide en tres géneros (Ehrlichia, Cowdria y
Neorickettsia) en funcién de las células hospedadoras por las que presentan una mayor
afinidad (Ristic y Huxsoll, 1984).

Los miembros del género Ehrlichia invaden células mononucleares,
fundamentalmente leucocitos circulantes, tanto granulociticos como agranulociticos
(Ristic y Huxsoll, 1984)

Del segundo género, Cowdria, s6lo se ha identificado una especie, Cowdria
ruminantum, agente causal de la hidropericarditis infecciosa o hearrwarer (Ristic y
Huxsoll, 1984). C.ruminantum infecta células del endotelio vascular y es transmitida
por garrapatas del género Amblyomma (Bezuidenhout, 1987). Esta enfermedad afecta
a bdvidos, ovejas y cabras, produciendo en ellos un cuadro agudo con fiebre, depresion,
sialorrea y sintomas neurolégicos (Uilenberg et al, 1993). Cuando se introducen
animales en dreas endémicas, la enfermedad suele cursar de forma hiperaguda causando
la muerte, aproximadamente, en una semana. En la analitica de los animales enfermos,
destaca la existencia de leucocitosis (Du Plessis, 1970). Los hallazgos post-mortem son
tipicos, con presencia de hidropericardio y de transudados en cavidad tordcica y
abdominal (Uilenberg et al, 1993).

La investigacién sobre C.ruminantum avanzé considerablemente tras su cultivo
in vitro en 1985 (Bezuidenhout et al, 1985). Recientemente se ha evidenciado la
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existencia de una muy fntima relacién entre los géneros Cowdria y Ehrlichia (Vliet et
al, 1992), lo que da lugar a reacciones cruzadas entre algunos de sus miembros (Du
Plessis et al, 1990; Kelly et al, 1994a; Matthewman et al, 1994a).

El dltimo género, Neorickertsia, también integra una sola especie, Neorickertsia
helminthoeca. Este género se diferencia de los dos restantes en la complejidad de su
ciclo biolégico, incluyéndose algunas fases del mismo en un trematodo (Philip et al,
1954). Dicho trematodo actia como vector y, al mismo tiempo, infecta determinadas
especies de salménidos que, al ser ingeridos por perros, pueden provocar la llamada
intoxicacién por salmén o enfermedad del salmén (Gorham y Foreyt, 1984). Este
proceso cursa con una elevada mortalidad en perros no tratados. La enfermedad se
caracteriza por la presencia de fiebre, anorexia, apatfa, deshidratacién, pérdida de peso,
vOmitos y diarrea, Las células de eleccién para este género son las del sistema
mononuclear fagocitario de los tejidos linfoides.

En la década de los 60, se aislé otra especie de Neorickettsia que recibio el
nombre de N.elokominica, si bien esta especie podria ser simplemente una cepa o una
variedad de N.helminthoeca (Gorham y Foreyt, 1984).

2.3. GENERO EHRLICHIA

Dentro del género Ehriichia existen diferentes especies que han sido clasificadas,
en 3 grupos, en funcién de la similitud de las secuencias del RNA ribosémico 16S
(Anderson et al, 1991):

- un grupo estd formado por Ehrlichia chaffeensis, Ehrlichia ewingii y E.canis.
En 1995 se ha descrito una nueva especie aislada de ratones, Ehrlichia muris, que
también guarda gran semejanza con las especies de este grupo (Wen et al, 1995).
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- en el segundo grupo estdn incluidas Ehriichia equi, Ehrlichia phagocytophila
y Ehriichia platys.

E.phagocytophila infecta los leucocitos granulociticos de bévidos y évidos
(Tuomi y Bonsdorff, 1966); esta especie produce una infeccién habitualmente leve que
cursa con fiebre, pérdida de peso y descenso en la produccién de leche (Greig et al,
1977). E.equi infecta granulocitos de los équidos dando lugar a un proceso denominado
ehrlichiosis equina (Gribble, 1969). Esta enfermedad suele cursar con fiebre, anorexia,
depresién, edema de extremidades, ataxia, leucopenia, trombocitopenia y anemia
(Gribble, 1969). E.platys serd estudiada a continuacién dentro de las especies de
Ehrlichia que pueden infectar al perro.

- el tercer grupo estd constituido por Ehrlichia risticii y Ehrlichia sennetsu,
habiéndose relacionado también con N.helminthoeca; la clasificacién de ésta Gltima
especie ha sido cuestionada recientemente, asociindose al género Ehrlichia por su
similitud con éste (Rikihisa, 1991b; Pretzman et al, 1995).

2.4. ESPECIES DEL GENERO Ehriichia DE INTERES PARA LA
ESPECIE CANINA

En este género nos encontramos distintas especies con interés dentro de la
patologia canina. Sin lugar a dudas, es E.canis 1a que mayor importancia tiene desde
un punto de vista clinico (Troy y Forrester, 1990). Este microorganismo se comporta
como un pardsito intracelular obligado que invade, principaimente, leucocitos de la serie
agranulocitica (monocitos y linfocitos) dando lugar a un proceso patoldgico que recibe
el nombre de ehrlichiosis canina (Ristic y Huxsoll, 1984). Este proceso serd estudiado,
extensamente, m4s adelante.
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A continuacién trataremos la implicacién de otras especies de Ehrlichia en
procesos patoldgicos que también pueden afectar a la especie canina. Entre eMas, nos

referiremos a E.platys, E.equi, E.ewingii y E. risticii.

Ehrlichia pl

La infeccién por E. platys en el perro da lugar a un proceso que recibe el nombre
de trombocitopenia ciclica infecciosa, descrita por vez primera en 1978 en Estados
Unidos (Harvey et al, 1978). E.platys infecta tinicamente a las plaquetas y no a los
leucocitos (Rikihisa, 1991a). En extensiones de sangre teilidas con colorantes tipo
Giemsa, este microorganismo aparece en forma de inclusiones baséfilas en el interior
de las plaquetas (Harvey et al, 1978; Hibler et al, 1986; Gaunt et al, 1990). Su forma
es redonda u ovalada; ultraestructuralmente presenta doble membrana y su tamafio es
de 350 a 1250 nm de didmetro. En el interior de las plaquetas infectadas, pueden
aparecer de 1 a 3 vacuolas rodeadas de una membrana inica, en cuyo interior podemos
encontrar de 1 a 8 microorganismos (Harvey et al, 1978). Hasta el momento se han
realizado diferentes intentos de cultivar esta especie de Ehrlichia sin éxito (Harvey,
1990).

El vector que parece estar implicado en la transmisién de E.platys es la
garrapata Rhipicephalus sanguineus (Hibler et al, 1986) por lo que no resuita extrafio
que aparezcan concurrencias de E.cagnis y E.platys en un mismo perro (Hoskins et al,
1988). Sin embargo, experimentalmente los intentos de transmisién de E.platys por
R.sanguineus no han obtenido resultados satisfactorios (Simpson et al, 1991)

El periodo de incubacién de la enfermedad es de 8 a 15 dias. En las fases
iniciales de infeccion aparece un mimero elevado de plaquetas infectadas
(aproximadamente el 30-60%); 3 6 4 dias después, se produce una trombocitopenia
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severa (incluso con valores de 20000 a 50000 plaquetas/microlitro) (Hibler et al, 1986;
Gaunt et al, 1990). Tras la desaparicién del microorganismo, el recuento de plaquetas
vuelve a aumentar rdpidamente, alcanzando valores normales en 3 ¢ 4 dias (Hibler et
al, 1986).

La aparicion de plaquetas infectadas en sangre y de una posterior
trombocitopenia suele recurrir ciclicamente en intervalos de 1 a 2 semanas (Gaunt et
al, 1990). La intensidad de estos ciclos suele ir reduciéndose paulatinamente
observindose unicamente, con el paso del tiempo, ligeras trombocitopenias con
esporddicas apariciones de E.plarys en sangre (Gaunt et al, 1990).

Junto con la trombocitopenia, en infecciones experimentales, se ha detectado que
la capacidad de agregacién plaquetaria estd disminuida (Gaunt et al, [990). También
se ha observado, en las fases iniciales de infeccién, la presencia de una ligera anemia,
normocitica y normocrémica, no regenerativa (Baker et al, 1988). Ademds, en
infecciones experimentales se han descrito otras alteraciones tales como leucopenia,
hipergammagiobulinemia, hipoalbuminemia e hipocalcemia (Glaze y Gaunt, 1986;
Baker et al, 1988).

Los perros infectados no suelen presentar sintomatologfa clinica alguna (Hibler
et al, 1986; Woody y Hoskins, 1991), si bien en la fase de parasitemia inicial puede
aparecer un ligero aumento de la temperatura (Harvey et al, 1978). También nos
podemos encontrar, en perros con infeccién natural por E.platys, uveitis anterior
bilateral (Glaze et al, 1986) y sintomatologia de tipo hemorrdgico (Wilson, 1992).

_En infecciones experimentales, las lesiones m4s evidentes son linfadenomegalia,
hiperplasia folicular en bazo y ganglios linfiticos e hipercelularidad en médula dsea
(Baker et al, 1987).
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El diagnéstico de la trombocitopenia ciclica infecciosa se puede realizar por
observacion directa del agente catisal en plaquetas infectadas, si bien éste no es un
método demasiado eficaz debido a la inconstante presencia de E.plarys en sangre
circulante (French y Harvey, 1983).

La técnica de inmunofluorescencia indirecta para la deteccién de anticuerpos
anti-E. platys fue desarroliada en 1983 (French y Harvey, 1983). Tras la fase inicial de
parasitemia ya se alcanzan titulos de anticuerpos detectables (Baker et al, 1987), los
cuales persistirdn, probablemente, durante afios (Woody y Hoskins, 1991). E. platys no
presenta reacciones cruzadas con otras especies de! mismo género, como E.canis,
E.ewingii, E.risticii y E.equi (French y Harvey, 1983; Hoskins et al, 1988;
Breitschwerdt, 1995)

Aunque la experiencia terapéutica en este proceso no es demasiado extensa, tanto
la tetraciclina como la doxiciclina, a las dosis recomendadas para la infeccién por
E.canis, parecen ser efectivas contra E.platys (Glaze y Gaunt, 1986; Wilson, 1992;
Breitschwerdt, 1995).

En Grecia y Francia se ha observado un microorganismo intraplaquetario similar
a E.plarys, pero mucho mds patégeno; a pesar de que aiin no estdi totalmente
caracterizado, presenta reaccién cruzada con E.plarys (Kontos et al, 1991; Beaufiis et
al, 1995a).

Ehrlichia ewingii

En 1971 se describié una nueva cepa de E.canis que se encontraba en el interior
de granulocitos, fundamentalmente en neutréfilos (Ewing et al, 1971). Algunos autores

inicialmente relacionaron a est¢ microorganismo con E.equi, debido a su afinidad por
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este tipo de células (Madewell y Gribble, 1982). Con anterioridad se habia provocado
la infeccidn experimental con E.equi en perros, causando en ellos un cuadro clinico leve
o inaparente(Lewis et al, 1975; Winkler et al, 1988).

Posteriormente y debido a que este agente no habfa sido identificado claramente,
recibié el nombre genérico de Ehrlichia spp. granulocitica, mientras que el proceso al
que daba lugar se denominé ehrlichiosis granulocitica canina (Stockham et al, 1985).

Este proceso suele ser mds leve que la ehrlichiosis canina cldsica (Madewell y
Gribble, 1982) y se ha asociado, en repetidas ocasiones, con anemia, trombocitopenia
y poliartritis (Bellah et al, 1986; Carrillo y Green, 1978; Cowell et al, 1988) v,
dltimamente, meningitis (Maretzki et al, 1994), habiéndose detectado mérulas de
Ehrlichia spp. en el interior de neutréfilos en liquido sinovial (Bellah et al, 1986;
Cowell et al, 1988) y en liquido cefalorraquideo (Maretzki et al, 1994).

Recientemente, el agente causal de la ehrlichiosis granulocitica ha sido
identificado como una nueva especie, diferente de E.canis, que ha recibido el nombre
de E.ewingii (Anderson et al, 1992b). La amplificacién y la secuenciacién del RNAr
han mostrado que E.ewingii es mds parecido a E.canis (98% de similitud) que a E.equi
(92,4% de similitud). La existencia de reacciones cruzadas entre ellas parece guardar
un cierto paralelismo con sus similitudes genéticas (Anderson et al, 1992b). Sin
embargo, algunos autores consideran que la infeccién por E.equi no puede ser
totalmente descartada, debido a que encuentran una gran variabilidad en la reactividad
de los sueros al ser testados frente a diferentes antigenos y a la existencia de reacciones
cruzadas entre E.canis y E.equi (Troy y Forrester, 1990). Ademds, recientemente en
Suecia, a partir de perros con ehrlichiosis canina granulocitica se ha conseguido aislar
una especie de Ehrlichia muy similar a E.phagocytophila y a E.equi (Johansson et al,
1999).
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Debido a que los neutrdfilos infectados por E.ewingii sélo pueden ser cultivados
transitoriamente (Winjum y Riley, 1993), las técnicas serol6gicas para el diagnéstico
de 1a infeccién por este agente no son empleadas rutinariamente.

A pesar de que, en la actualidad, el vector de E.ewingii no es conocido, se ha
encontrado Dermacentor variabilis en perros afectados (Maretzki et al, 1994); por otro
lado, Amblyomma americanum puede transmitir este microorganismo a perros

susceptibles en condiciones experimentales (Anziani et al, 1990).

Ehrlichia risticii

E.risticii es el agente etioldgico de la ehrlichiosis monocitica equina o fiebre del
caballo de Potomac (Holland et al, 1985b). Aunque, inicialmente, E.risticii no habia
producido enfermedad natural en ningin otro hospedador distinto al caballo, en 1988
s¢ demostré que los perros eran susceptibles a la infeccién experimental por este
microorganismo (Ristic et al, 1988). No se observé ninguna sintomatologia clinica pero
los perros presentaban rickettsiemia y seropositividad que persistfa hasta 100-200 dias
después de la infeccién. Este hallazgo hizo suponer que los perros podrian comportarse
como portadores de E. risticii, sin padecer cuadro clinico alguno (Ristic et al, 1988).

Recientemente, mds de cien casos de ehrlichiosis canina descritos en Estados
Unidos, tres de los cuales fueron mortales, resultaron ser serolégicamente negativos por
la técnica de inmunofluorescencia indirecta frente a E.canis y E.sennetsu (Kakoma et
al, 1994). Sin embargo, estos sueros reaccionaron positivamente con E. risticii a titulos
no demasiado elevados. En tres de los casos se pudo aislar un agente morfolégicamente
similar a E.risticii. Los estudios de inmunofluorescencia indirecta y Western-blot asi
como el andlisis por PCR y la secuenciacién del gen 16S de! RNAr mostraron una
similitud del 100% con E.risticii (Kakoma et al, 1994).
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La nomenclatura propuesta para dicho agente es la de E. risticii subsp. atypicalis,
mientras que el cuadro clinico al que da lugar se ha denominado ehrlichiosis canina
atipica (Kakoma et al, 1994).

Su patogenicidad parece ser similar a la de E.canis, puesto que, como ya hemos
comentado, fue mortal para tres animales. La sintomatologia asociada a este proceso
es similar a la de la ehrlichiosis canina, describiéndose casos de letargia, fiebre,
vémitos intermitentes, trastornos hemorrdgicos, artritis y cuadros neurolégicos, entre
otros (Kakoma et al, 1994). Analfticamente se han observado casos de anemia,
trombocitopenia y leucopenia.

Es interesante apuntar que en uno de los casos, se consigui aislar este agente
a pesar de que el animal estaba siendo tratado con tetraciclinas desde hacia tiempo
(Kakoma et al, 1994).

A pesar de que no se ha conseguido identificar el vector bioldgico relacionado
con la transmisién de E.risticii, 1as sospechas se centran en Dermacentor variabilis
(Ristic et al, 1988). La fase aduilta de esta garrapata se alimenta de varios animales
domésticos, entre ellos los cabailos, mientras que las larvas y ninfas lo hacen
fundamentalmente de pequefios mamiferos (Ristic et al, 1988).

2.5. ESPECIES DEL GENERO Ebhriichia DE INTERES PARA EL
HOMBRE

Ehrlichi

E.sennetsu fue identificada por vez primera en 1953. Misao y Kobayashi
consiguieron aislar un agente similar a una rickettsia a partir de sangre, ganglio linfdtico
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y médula dsea de un paciente en Japén (Misao y Kobayashi, 1955). La sintomatologia
que presentaba era de fiebre, linfadenopatia, anorexia y malestar general. E! aisiamiento
de este agente se llevd a cabo en ratén, en el que se observaron reacciones
linforreticulares (Rikihisa, 1991a).

Desde entonces se han descrito nuevos casos en Japén y, recientemente, en
Malasia (Ristic, 1990). Clinicamente este proceso recibié el nombre de fiebre humana
de Sennetsu (en japonés, sennetsu=fiebre glandular).

En un principio se considerd que este agente patdgeno podria ser una nueva
especie de rickettsia y recibié, inicialmente, el nombre de Rickensia sennetsu.
Posteriormente se pudo observar que, tanto su ciclo de vida en el interior de monocitos
como su morfologfa, presentaban una gran similitud con E.canis (Hoilien et al, 1982;
Holland et al, 1985a). Ademds, se constaté que R.sennetsu estaba muy relacionada
antigénicamente con E. canis (Ristic et al, 1981). Por todo ello, R.sennersu paso al
género Ehrlichia, recibiendo el nombre de E.sennersu en 1984 (Ristic y Huxsoll, 1984),

Esta especie de Ehrlichia ha sido la primera que s¢ ha podido cultivar en células
Hela (Huxsoll, 1990). Estudios serolégicos y de Western blot han confirmado la
existencia de una intima relacién entre E.sennetsu y E.canis (Nyindo et al, 1991),
aunque estudios en la secuencia del DNAr muestran a E.sennetsu mucho mis
estrechamente relacionada con E.risticii (Anderson et al, 1991; Shankarappa et al,
1992).

Esta enfermedad se suele presentar como un proceso febril agudo que cursa con
letargia, cefaleas, mialgias y linfadenopatfa, que no ha resultado fatal en ninguno de los
casos descritos. Los hallazgos laboratoriales m4ds frecuentes son leucopenia con
linfocitosis, unidas a un aumento de las transaminasas séricas y de las giobulinas,
fundamentalmente de las alfa-2 (Rikihisa, 1991a). También se ha descrito la presencia,
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en ocasiones, de anemia, trombocitopenia y de inclusiones en el interior de los
monocitos (Campbell, 1994).

Aunque, en principio, deberia suponerse que esta ehrlichia se transmite por
garrapatas, no existe ningun dato que confirme dicha suposicién. Sin embargo, un
parisito de un tipo de pescado japonés podria actuar como vector en la transmisién de
esta enfermedad, por lo que se ha relacionado la ingestién de este pescado crudo con
la presencia de esta ehrlichiosis humana (Fukuda y Yamamoto, 1981, citado por
Rikihisa, 1991a).

El tratamiento con tetraciclinas es efectivo, desapareciendo los sintomas clinicos
varios dias después del inicio de la terapia (Tachibana, 1986).

Enrlichia chaffeensi

Aunque la infeccién por especies del género Ehrlichia en medicina humana se
conocia en Jap6n desde la década de los 50, era considerada una infeccién poco
frecuente y limitada geograficamente (Rikihisa, 1991a). Esta consideracién se modificé
cuando, en 1986, se diagnostic6 un caso de ehrlichiosis en Estados Unidos en un
paciente con garrapatas y con sospecha de fiebre manchada de las Montafias Rocosas
(Maeda et al, 1987). El estudio ultraestructural de inclusiones intraleucocitarias
observadas durante la fase aguda de este paciente reveld la presencia de pequefias
bacterias en el interior de vacuolas, compatibles con mdérulas de ehrlichia. El suero de
este enfermo durante la convalecencia mostré un descenso en 4 diluciones en el titulo
de anticuerpos frente a E.canis (Maeda et al, 1987).

A partir de ese momento, entre 1985 y 1990 se han diagnosticado mds de 230
casos de ehrlichiosis humana en Estados Unidos (Fishbein et al, 1994).
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En un principio se considerd la posibilidad de la existencia de una nueva
zoonosis (Eng y Giles, 1989) hasta que, en 1990, se consiguié aislar, a partir de un
paciente enfermo en Fort Chaffee (Arkansas), una nueva especie de Ehrlichia que ha
recibido el nombre de E.chgffeensis (Dawson et al, 1991a; Anderson et al, 1991).
Inicialmente E.chaffeensis sélo se habia cultivado en la linea celular DH82 (Dawson et
al, 1991a). Sin embargo, recientemente se ha conseguido en diferentes lineas de uso
rutinario como a2 Vero, HEL, HEL 299, HeLa 229 (Brouqui et al, 1994) y, también,
en la BGM, L-929 y en embrién de pollo (Chen et al, 1995).

Al estudiar tanto su comportamiento serolégico como la secuencia genética del
ARN ribosémico 165 de esta nueva especie en comparacién con otras especies de
Ehrlichia (E.canis, E.equi, E.phagocytophila y E.risticii), se observé que el agente de
la ehrlichiosis humana era muy parecido, pero no idéntico a E.canis; en concreto se
constaté que la similitud en las secuencias del 16S ARNT entre E. chaffeensis y E.canis
era del 98,2% (Anderson et al, 1991; Dawson et al, 1991a). |

Recientemente, se ha detectado en Estados Unidos un proceso patolégico similar
a la ehrlichiosis humana, aprecidndose mdrulas intracitoplasmdticas en las células
granulociticas (Chen et al, 1994; Bakken et al, 1994),

Tras el andlisis de la secuencia de esta variedad granulocitica, se ha comprobado
que su homologia con E. chaffeensis es tan s6lo de} 92,5%; sin embargo presenta un alto
grado de similitud con E. phagocytophila y E.equi (99,9 y 99,8% respectivamente). Con
estos resultados, probablemente existe una nueva especie de Ehrlichia con afinidad por

células granulociticas, capaz de infectar a la especie humana (Chen et al, 1994).

Este dato cobra alin m4s importancia tras el reciente aislamiento de esta misma
especie a partir de perros y de cabailos con ehrlichiosis granulocitica en Suecia
(Johansson et al, 1995).
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En relacién con la epidemiologia, la ehrlichiosis humana parece ser una
enfermedad transmitida por garrapatas. Entre el 63 y el 88 % de los pacientes han
estado expuestos o infestados por ixédidos durante las 3 semanas anteriores a la
aparicion de la sintomatologia clinica (Eng et al, 1990; Fishbein et al, 1989; Harkess
et al, 1989; Petersen et al, 1989; Rohrbach et al, 1990; Fishbein et al, 1987).

Aunque se sospechd de Rhipicephalus sanguineus, vector para E.canis, como
agente transmisor de esta nueva especie de Ehrlichia, dicha garrapata sélo infesta
ocasionalmente a la especie humana (Harkess J.R., 1991). Sin embargo, la distribucién
de Amblyomma americanum en Estados Unidos coincide con la de casos de ehrlichiosis
humana, por lo que se sospecha que esta garrapata podria actuar como vector de
E.chaffeensis (Harkess J.R., 1991). Ademds, mediante PCR se ha detectado esta especie
de Ehrlichia en Amblyomma americanum (Anderson et al, 1993).

El reservorio para la ehrlichiosis humana es desconocido. Recientemente se han
detectado altas seroprevalencias frente a E.chaffeensis en ciervos de cola blanca
(Odocoileus virginianus) en dreas en las que existe una elevada poblacién de
A.americanum (Dawson et al, 1994a; Lockhart et al, 1995). En condiciones
experimentales, estos ciervos son susceptibles a la infeccién por E.chaffeensis, por lo
que existe la posibilidad de que se comporten CoOmo reservorios en este proceso
(Dawson et al, 1994b).

El contacto con perros no parece ser un factor de riesgo para la infeccion en el
hombre (Fishbein et al, 1989; Harkess et al, 1989). Incluso existen estudios en los que
perros pertenecientes a pacientes con ehrlichiosis humana no presentan evidencia
seroldégica de infeccidén canina reciente (Rohrbach et al, 1990). Sin embargo, otros
autores indican que, en condiciones experimentales, los perros son susceptibles a la
infeccién por E.chaffeensis y este microorganismo puede persistir y ser recuperado de

estos animales (por cultivo de su sangre) hasta incluso 26 dfas después de ser inoculados
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(Dawson y Ewing, 1992).

La ehrlichiosis humana tiene una presentacién esporddica, si bien se han descrito
brotes epidémicos en zonas concretas (Petersen et al, 1989). La mayoria de las
infecciones aparecen entre primavera y otoiio, con un maximo entre mayo y julio
(McDade, 1990).

La incidencia real de la ehrlichiosis humana no es bien conocida, aunque
diferentes estudios realizados en Estados Unidos indican que podria estar entre 3,3 y
5,3 casos por 100.000 habitantes (Fishbein et al, 1989; Harkess et al, 1989); dicha
incidencia es mayor en residentes de dreas rurales (Eng et al, 1990). También se ha
visto que los pacientes con ehrlichiosis suelen tener mas edad que aquellos afectados por
otras enfermedades transmitidas por garrapatas (Harkess et al, 1989).

La inmensa mayorfa de los casos de ehrlichiosis humana han sido diagnosticados
en Estados Unidos. Sin embargo, en 1991 se describié en Portugal un caso de infeccién
por Ehrlichia que mostrd seroconversién frente a E.chaffeensis (Morais et al, 1991).
También se ha diagnosticado otro caso diagnosticado en Estados Unidos, pero
presuntamente adquirido en Mali (Uhaa et al, 1992).

La patogenia de esta enfermedad no es bien conocida actualmente, si bien se
asemeja al mejor modelo animal estudiado, 1a ehrlichiosis canina. Los hallazgos clinicos
y laboratoriales durante la fase aguda se parecen bastante a los encontrados en la
ehrlichiosis canina (Dumier y Walker, 1991). Al igual que ocurre en el perro, personas
infectadas con E.chaffeensis pueden recuperarse espontineamente (Dumler y Walker,
1991).

Las células diana para la infeccién por E.chaffeensis son las de la serie blanca;

de hecho se pueden observar mdrulas en linfocitos, monocitos y polimorfonucleares en
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sangre y médula 6sea (Maeda et al, 1987; Abbott et al, 1991).

Algunos autores justifican la pancitopenia que se desarroila durante la fase aguda
de la ehrlichiosis humana por el secuestro o la destruccién periférica de células
sangufneas (Harkess et al, 1989). Esta hipdtesis ha sido confirmada por Dumler y
colaboradores, los cuales han observado algunos casos en los que, pese a la instauracién
de leucopenia, trombocitopenia o pancitopenia, la médula Gsea tiene una correcta
funcionalidad (Dumler et al, 1993b).

Los hallazgos laboratoriales y el estudio de las lesiones indican la presencia de
una infeccién sistémica con infiltrado perivascular de células inflamatorias. Este
hallazgo se ve confirmado por la aparicién de hiperplasia en médula dsea, higado, bazo
y ganglios linfiticos (Dumler et al, 1991).

El curso de la enfermedad es variable, pudiendo encontrarnos desde cuadros
moderados a procesos graves; aproximadamente la mitad de los pacientes son
hospitalizados (Dumler y Walker, 1991). Igualmente, la sintomatologia es variada,
aunque destaca la presencia de fiebre, cefalea, malestar general, mialgias y anorexia
(Eng et al, 1990; Petersen et al, 1989). Suele ser frecuente la aparicion de
sintomatologia digestiva (aproximadamente en un tercio de los pacientes) y
dermatolégica, encontrdndose también cuadros neurolégicos y respiratorios (C.D.C.,
1988; Harkess et al, 1989; Eng et al, 1990; Rohrbach et al, 1990). Los pacientes
pedidtricos presentan, en un gran nimero de casos, erupciones cutdneas (Harkess et al,
1991).

Cuando la enfermedad cursa de un modo severo en adultos, suele aparecer tos,
diarrea y linfadenopatia; en nifios es frecuente la aparicidn de edema en las
extremidades (Eng et al, 1990). Si el proceso continia progresando, pueden presentarse

cuadros de insuficiencia respiratoria, insuficiencia renal y alteraciones del sistema
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nervioso central (Dimmitt et al, 1989; Moscovitz et al, 1991).

Los hallazgos laboratoriales mds frecuentes son leucopenia, trombocitopenia y
alteracién de los indicadores hepdticos (Eng et al, 1990; Pearce et al, 1988); también
se describe el aumento de urea y creatinina, aunque en un menor mimero de casos (Eng
et al, 1990). La observacién de médula Gsea ha revelado un gran nimero de hallazgos
entre los que destacan los siguientes: hiperplasia difusa, hipoplasia, eritrofagocitosis,
plasmacitosis, megacariocitosis y normocelularidad (Taylor et al, 1988; Eng et al, 1990;
Pearce et al, 1988; Harkess, 1989). En el lfquido cefalorraquideo aparece pleocitosis
con un gran nimero de linfocitos, aumento en las proteinas totales y, ocasionalmente,
morulas de E.chaffeensis en el interior de células mononucleares (Dunn et al, 1992).

El diagndstico de presuncién, basado en el cuadro clinico, suele realizarse en
pacientes con un cuadro febril y con antecedentes de picadura por garrapatas (Eng et
al, 1990; Dumler et al, 1993b). Por tanto, el diagnéstico diferencial debe incluir, entre
otras, enfermedad de Lyme, fiebre botonosa mediterrdnea, fiebre manchada de las
Montarias Rocosas, infecciones por Orbivirus, fiebre Q, fiebre tifoidea, mononucleosis
infecciosa, leptospirosis, etc (Taylor et al, 1988; Petersen et al, 1989; Guerrero, 1993).

El diagnéstico laboratorial puede realizarse por la observacion de inclusiones en
sangre periférica o por el cultivo del agente etiolégico. Sin embargo, ambos
procedimientos entrafian una gran dificultad, dando un elevado mimero de falsos
negativos (Maeda et al, 1987; Dumler et al, 1993b).

Las técnicas de diagndstico serolégico son consideradas de preferencia desde un
punto de vista clinico. Antes de conocerse l1a existencia de E. chaffeensis, se buscaba una
respuesta serolégica frente a E.canis (Dawson et al, 1990; Dawson et al, 1991b).
Posteriormente se han empleado diferentes técnicas seroidgicas empleando como
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antigeno a E.chaffeensis, destacando entre ellas la inmunofluorescencia indirecta
(C.D.C., 1990; Dawson et al, 1991a); también se ha sefialado, en este sentido, la
utilidad del PCR (Anderson et al, 1992a). Actualmente, el diagndstico inmunopatolégico
puede realizarse empleando anticuerpos monoclonales en tejidos de pacientes con
ehrlichiosis (Yu et al, 1993).

El tratamiento de esta enfermedad estd basado, fundamentalmente, en el empleo
de la tetraciclina y de sus derivados. La eficacia de la doxiciclina ha quedado constatada
en un gran nimero de casos en los que se ha empleado este fArmaco (C.D.C., 1988).
En ocasiones, sobre todo en pediatria, se ha empleado cloranfenicol si bien la respuesta
obtenida no ha sido tan buena (Dumler et al, 1991; Maeda et al, 1987).

A pesar de que en Medicina Humana este proceso suele tener un buen
pronéstico, se han descrito cuadros con evolucién desfavorable que han acabado con la
vida de algin paciente (Dumler et al, 1991; Dumler et al, 1993a). En este sentido, cabe
destacar la descripcién de un caso de ehrlichiosis seronegativa mortal en un enfermo
con infeccién por H.I.V. (Paddock et al, 1993).

2.6.EHRLICHIOSIS CANINA

2.6.1. ETIOLOGIA

El agente etiolégico de la ehrlichiosis canina es E.canis, especie perteneciente
al género Ehrlichia, tribu Ehrlichieae, familia Rickettsiaceae, orden Rickerrsiales. Todos
los miembros de la tribu Ehrlichieae, en lineas generales, son cocos Gram - (Ristic y

Huxsoll, 1984).

E.canis es un organismo de forma cocoide o elipsoide, aunque en cultivos
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celulares puede adoptar formas pleomdrficas; se encuentra en fagosomas en el interior
del citoplasma de monocitos y linfocitos (Nyindo et al, 1971; Ristic y Huxsoll, 1984;
Rikihisa, 1991a). Con tinciones tipo Romanowski, estos cuerpos intracitoplasmaticos
adquieren una tonalidad baséfila (Ristic y Huxsoll, 1984).

Tras el estudio del ciclo vital in vitro, se pudo demostrar que este
microorganismo se desarrolla a partir de cuerpos elementales aistados que tienen un
didmetro aproximado de entre 0,5 y 0,9 micras (Nyindo et al, 1971; Ristic y Huxsoll,
1984; Weiss et al, 1989). Estos cuerpos elementales estdn rodeados por una doble
membrana: la externa (0 pared celular) de aspecto rugoso y la membrana plasmaética
interna (Simpson, 1972; Hildebrant et al, 1973a). La entrada del microorganismo en el
interior de la célula parece llevarse a cabo por endocitosis mediada por receptores
proteicos existentes en 1a superficie celular (Messick y Rikihisa, 1993).

En las células infectadas no se produce la fusidn fagolisosémica y los cuerpos
elementales aumentan de tamaiio y se dividen en el interior del fagosoma (Wells y
Rikihisa, 1988). La replicacién se produce por fisi6n binaria; a los 3-5 dias post-
infeccidn, aparece un pequefio mimero de cuerpos elementales agrupados; estas
formaciones se observan como inclusiones pleomérficas con un tamaiio aproximado de
0,4 a 2 micras y reciben el nombre de cuerpos iniciales (Nyindo et al, 1971). Durante
los 7-12 dias siguientes continia el crecimiento y replicacién de estos organismos dando
lugar a las mérulas, denominadas as{ por su forma tipica (Nyindo et al, 1971; Simpson,
1972; Hildebrant et al, 1973). Estas se encuentran rodeadas por una membrana que
engloba un nimero variable de cuerpos elementales (incluso hasta 40) (Weiss y Dasch,
1981).

Las distintas formas de E.canis no se distribuyen homogéneamente por todo el
citoplasma, sino que ocupan preferentemente uno de los polos citoplasmaticos (Rikihisa,
1991a).
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La liberacién de los microorganismos de la célula hospedadora es debida, por
un lado, a la lisis celular, y por otro, a fenémenos de exocitosis como consecuencia de
la fusién de la membrana del fagosoma con la membrana citoplasmdtica celular
(Rikihisa, 1991a). La destruccién de las células hospedadoras parece que tiene lugar

cuando el citoplasma celular se encuentra repleto de microorganismos.

El ciclo de infeccidn completo, desde la invasién de 1a célula hospedadora hasta
la salida de ella, se completa en 12-18 dias (Weiss y Dasch, 1981).

En macréfagos infectados por otras especies de Ehrlichia, concretamente por
E.risticii, se ha observado una supresiébn en la expresién de un antigeno en su
superficie, paso necesario para el reconocimiento de dichas células por los linfocitos T;
este mecanismo puede ser empleado por las especies de este género para intentar
asegurar su supervivencia frente a la respuesta inmunitaria del hospedador (Messick y
Rikihisa, 1992). '

A pesar de que el metabolismo de E.canis no es tan bien conocido como el de
otras especies de Ehrlichia {en concreto E.risticii y E.sennetsu (Weiss et al, 1985;
Weiss et al, 1988)], cada vez se conocen m4s detalles acerca de sus actividades
metabélicas. Las especies del género Ehrlichia no son capaces de utilizar en su
metabolismo la glucosa. El sustrato mds utilizado es la glutamina, en lugar del
glutamato (Weiss et al, 1990); este hecho se ha constatado debido a la produccion de
ATP por microorganismos de este género en presencia de glutamina (Weiss et al,
1989). La principal diferencia en el metabolismo de estas dos moléculas reside en que
el glutamato es una molécula muy cargada, lo cual dificulta su transporte a algunas
células (Weiss et al, 1990). Por el contrario, la glutamina es transportada mds
facilmente, siendo desaminada con rapidez a glutamato y catabolizada siguiendo el ciclo
del 4cido citrico (Weiss et al, 1988). El bajo nivel de catabolismo de glutamato es, de
algin modo, sustituido por glutamina exégena (Weiss et al, 1990).
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Los estudios iniciales sobre E.canis se centraron en la enfermedad y en su
transmisién, sin prestar demasiada atencién a las propiedades bioldgicas del agente
causal. Sin duda alguna, esta falta de progresion en la investigacién fue debida
inicialmente a los ineficaces métodos para el mantenimiento y multiplicacién in vitro
de E.canis (Huxsoll, 1990).

El cultivo de este microorganismo se llevé a cabo, al principio, a partir de
monocitos de sangre periférica obtenida de perros experimentalmente infectados durante
la fase aguda de la enfermedad (Nyindo et al, 1971). Este protocolo de cultivo in vitro
fue modificado posteriormente, transfiriendo células infectadas por E.canis a cultivos
primarios de monocitos caninos obtenidos de perros no infectados (Hemelt et al, 1980).
También se logré cultivar esta rickettsia en macréfagos peritoneales caninos (Stephenson
y Osterman, 1977).

Posteriormente, se ha conseguido su cultivo en diferentes lineas celulares
continuas. Asi, se ha descrito el cultivo de E.canis en una linea celular, producto de la
hibridacién entre macréfagos peritoneales caninos y fibroblastos humanos modificados
(Stephenson y Osterman, 1980). También se ha reproducido el cultivo en la MDH-SP,
linea celular hibrida entre monocitos caninos y macréfagos peritoneales de ratén
(Holland y Ristic, 1991). Poco después, se ha cultivado en la DH82, linea continua
canina frecuentemente utilizada, de tipo macrofdgico obtenida a partir de un caso de
histiocitosis maligna canina (Dawson et al, 1991a) y, recientemente, en una linea celular
endotelial humana denominada CDC/EU.HMEC-1 (Dawson et al, 1993).

2.6.2. EPIZOOTIOLOGIA

PEC IB

E.canis presenta, como la mayoria de las especies de este género, una gran
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especificidad de hospedador. No solamente el perro es sensible a la infeccién por
E.canis, sino que diferentes especies de cdnidos salvajes pueden ser hospedadores de

este microorganismo.

Experimentalmente, el coyote (Canis latrans) (Ewing et al, 1964), el zorro rojo
(Vulpes vulpes) y gris (Urocyon cinereoargenteus) (Amyx y Huxsoll, 1973), el licaén
(Lycaon pictus) y el chacal de dorso negro (Canis mesomelas)(Van Heerden e
Immelman, 1979; Pyle, 1980) han sido infectados por 1a inoculacién de sangre infectada

con E.canis. En estos animales la enfermedad se presenta de un modo benigno.

También se han descrito infecciones naturales en lobos (Canis lupus) y en cruces
de perro con lobo (Harvey et al,1979) y en chacales de dorso plateado (Canis
aureus)(Price y Karstad, 1980). Adem4s, se ha conseguido transmitir la infeccion de
zorros a perros por inoculacién de su sangre y a través de R.sanguineus (Amyx y
Huxsoll, 1973). Este hecho deberd hacernos tener en cuenta ain mds la implicacién de
estas especies salvajes en la transmision de la ehrlichiosis canina.

A pesar de que los primeros estudios mostraban la posible sensibilidad a la
infeccién experimental en algunos primates {en concreto Macacus inuus) (Donatien y
Lestoquard, 1937), posteriormente diferentes investigadores han fracasado en el intento
de conseguir dicha infeccién (Groves et al, 1975; Van Heerden y Goosen, 1981).

Ademds, se ha intentado sin éxito provocar la infeccién en condiciones

experimentales en conejo, ratén, rata, hamster, cobaya y gato (Ewing, 1969).

No obstante, en 1986 se describié por vez primera un caso de posible
ehrlichiosis en el gato (Charpentier y Groulade, 1986). Mas adelante, en Kenia, Francia
y Estados Unidos se detectaron nuevos casos de infeccidn natural en gatos que

presentaban una sintomatologia compatible con ehrlichiosis (Buoro et al, 1989; Bouloy
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et al, 1994; Beaufils et al, 1995b). El cuadro clinico descrito incluye anorexia, fiebre,
apatia, esplenomegalia, linfadenopatia generalizada, anemia ¢ hiperglobulinemia (Buoro
et al, 1989; Bouloy et al, 1994).

Estos animales respondieron al tratamiento con tetraciclinas o con imidocarb
(Charpentier y Groulade, 1986; Buoro et al, 1989; Bouloy et al, 1994).

Si bien los vectores de este proceso ain no se conocen, en algunos gatos
afectados se han detectado garrapatas, en concreto Haemaphysalis leachi (Buoro et al,
1989).

Aunque no se ha logrado aislar el agente causal en estos casos, se han detectado
anticuerpos frente a E.cagnis y E.risticii, pero parece que 1a infeccién en el gato es
producida por una nueva especie cercana a E.canis (Bouloy et al, 1994).

VECTORES

E.canis es transmitida a Jos canidos por R.sanguineus (Groves et al, 1975; Smith
et al, 1976). R.sanguineus es, probablemente, 1a especie de garrapatas mis ampliamente
distribuida en el mundo: Norte, Centro y Sudamérica, Africa, Madagascar, China,
Australia, Sur de Europa(incluido Espaiia), etc (Cordero del Campillo, 1980; Hoskins,
1991).

En dreas tropicales y subtropicales se puede encontrar esta garrapata durante
todo el afio. En zonas de clima mediterrdneo, su presencia se extiende desde el
principio de la primavera hasta el otofio, aunque, dependiendo de la climatologia,
algunas garrapatas pueden encontrarse en los perros durante el invierno (Hoskins,

1991). La mayoria de los ejemplares de R.sanguineus son activos durante la primavera,
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con un ligero descenso en la poblacién durante el verano, para apreciarse un segundo
incremento durante el otoio (Estrada, 1994).

En Estados Unidos esta garrapata infecta, casi exclusivamente, a perros pero se
puede encontrar en caballos, rumiantes y personas que conviven estrechamente con Jos
perros (Cupp, 1991). En otras 4reas del mundo, R.sanguineus se ha encontrado,
también, en otros mamiferos (buifalos, camellos, gatos, vacas, ciervos, cabras, ovejas,
leones, cebras, liebres, erizos), reptiles y aves de gran tamaifio como la avestruz y el
aguila ratonera (Hoskins y Cupp, 1983). Esta inusual adaptacién a tan amplio rango de
hospedadores es casi unica dentro de las garrapatas ixédidas (Hoskins, 1991).

En el perro las garrapatas adultas se encuentran fundamentalmente en las orejas,
a lo largo de la nuca y entre los dedos de las patas. Las larvas y las ninfas normalmente
estdn localizadas en las dreas de pelo largo del cuello. En infestaciones masivas, todos
los estadios de la garrapata pueden encontrarse en la mayorfa de las regiones del cuerpo
(Hoskins, 1991).

R.sanguineus es una garrapata de 3 hospedadores, en cuyo ciclo de vida
podemos destacar los siguientes datos (Hoskins, 1991):

- 1a hembra pone alrededor de 4000 huevos.

- ¢l periodo de preoviposicién es de 3 a 83 dfas.

- el periodo de incubacién es de 8 a 67 dias.

- las larvas se alimentan en 3-7 dias y mudan en 6-23 dias; sin alimentarse
pueden sobrevivir mds de 253 dias.

- las ninfas se alimentan en 4-9 dias y mudan en 12-129 dfas; sin alimentarse
pueden sobrevivir mas de 183 dias.

- las hembras adultas se alimentan en 6-50 dfas; sin alimentarse pueden

sobrevivir mas de 568 dfas.

32



REVISION BIBLIOGRAFICA

En condiciones favorables el ciclo de vida de R.sanguineus puede completarse
incluso en 63 dias, por lo que en zonas cdlidas es frecuente que varias generaciones de
garrapatas pueden darse en el mismo afio (Hoskins, 1991).

TRANSMISION

En cuanto a la transmision de E.canis del perro a la garrapata, ocurre mds
ficilmente durante las primeras 2 ¢ 3 semanas de infeccidn ya que los leucocitos
infectados son mds prevalentes, en la sangre del perro, en estas fases iniciales (Hibler
et al, 1986).

En las garrapatas, E.canis se multiplica en el interior de los hemocitos y de las
células de las gldndulas salivares; también pueden entrar en la pared del tracto
digestivo, concretamente en el epitelio del intestino medio (Smith et al, 1976).
Ocasionalmente las células epiteliales intestinales pueden desprenderse a la luz del
aparato digestivo.

En otra especie diferente de garrapata, concretamente en Dermacentor
andersoni, se ha considerado la regurgitacidn de los contenidos intestinales durante la
alimentacién como un hecho a tener en cuenta en la transmisién de las enfermedades
en las que acnia como vector {(Gregson, 1967). Por el contrario, en ¢l caso de
R.sanguineus, la regurgitacién de células epiteliales no parece tener trascendencia
alguna en ese sentido (Smith et al, 1976).

Algunas ehrlichias son eliminadas por las heces y pueden aparecer libres en el
medio ambiente (Smith et al, 1976). Sin embargo, existe un vacio de conocimiento en
cuanto a su susceptibilidad o resistencia a diferentes factores ambientales ya que hasta

ahora no se ha conseguido el crecimiento de E.canis en el exterior de células vivas
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(Smith et al, 1976).

La principal fuente de infeccién para el perro son las secrecciones de las
glindulas salivares contaminadas con E.canis (Smith et al, 1976). En el momento en
que se alimenta R.sanguineus, contamina la zona con dichas secrecciones. La atraccién
de leucocitos al lugar de la picadura debido a la inflamacién (Theis y Budwiser, 1974)
y las propias secrecciones de la garrapata podrfan facilitar la infeccién de las células
mononucleares (Rikihisa, 1991a).

Las primeras referencias sobre E.canis indicaban que tanto la transmisién
transestadial como la transovdrica, tenfan lugar en R.sanguineus (Donatien y
Lestoquard, 1937). Sin embargo, estudios posteriores no consiguieron detectar esta
rickettsia en el ovario de la garrapata, demostrando que la transmisién era Gnicamente
transestadial (Groves et al, 1975; Smith et al, 1976).

Cualquier fase del ciclo de desarrollo de la garrapata (larva, ninfa o adulto),
puede transmitir esta enfermedad; tanto los machos como las hembras son capaces de
hacerto (Groves et al, 1975; Smith et al, 1976). Un adulto de garrapata puede transmitir
E.canis y, por tanto, causar ehrlichiosis canina al menos durante 155 dias después de
haberse infectado (Lewis et al, 1977). Con este periodo de infectividad tan largo, existe
la posibilidad de que garrapatas infectadas en otofio sobrevivan durante el invierno,
pudiendo ser capaces de transmitir la enfermedad a perros en la primavera siguiente
(Lewis et al, 1977). De esta manera y a pesar de que no se produzca la transmisién
transovdrica de E.canis, la garrapata podria actuar como reservorio de la transmisién
de esta enfermedad (Lewis et al, 1977). En este sentido, es interesante recordar que las
garrapatas adultas pueden sobrevivir sin alimentarse incluso hasta 568 dias, lo cual
indica su gran potencial no s6lo como vector sino también como reservorio (Woody y
Hoskins, 1991)
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Perros sin sintomatologia clinica pueden mantener infecciones crénicas
inaparentes durante incluso mds de 5 afios (Groves et al, 1975), lo cual tiene gran
importancia desde un punto de vista epizootioldgico. E.canis puede persistir durante
largos periodos de tiempo en la sangre de perros que han pasado una fase aguda de la
enfermedad. Por este motivo, la transfusién de sangre de estos animales provocard la
infeccidn activa de perros receptores susceptibles (Ristic et al, 1972; Groves et al,
1975). Este hecho explica que diferentes autores consideren al perro, y no tanto a la
garrapata, como el reservorio natural de E.canis (Groves et al, 1975; Huxsoll, 1975;
Rikihisa, 1991a).

2.6.3. PATOGENIA

La infeccién en el perro tiene lugar cuando la garrapata se alimenta de su
sangre. En condiciones experimentales el periodo de incubacién de la ehrlichiosis canina
es de 9 a 14 dias (Ewing y Buckner, 1965b); sin embargo, en otros estudios sobre
infeccién natural y experimental se indica que dicho periodo puede comprender de 8 a
20 dias (Hibler et al, 1986). Tras este periodo de incubacién, se describen cldsicamente
tres fases de la enfermedad: aguda, subclinica y crénica (Huxsoll et al, 1970b; Buhles
et al, 1974).

Fase aguda

Tras 1a entrada y replicacion de E.canis en el interior de Jas células
mononucleares, se produce su diseminacién por la circulacién sanguinea o linfitica,
hecho que coincide con la fase aguda de la enfermedad y que suele durar de 2 a 4
semanas (Huxsoll et al, 1970b; Buhles et al, 1974). De este modo, las ehrlichias pueden

alcanzar las células del sistema mononuclear fagocitario del higado, bazo y ganglios
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linféticos, provocando en ellos una hiperplasia linforreticular que da lugar a un aumento
en su tamaiio (Reardon y Pierce, 1981). La diseminacién de E.canis contimia por otros
érganos afectando, fundamentalmente, a pulmén, rifiones y meninges. En estos 6rganos,
las células infectadas actian sobre el endotelio, dando lugar a vasculitis; al mismo
tiempo se produce una infiltracién de estas células infectadas hacia los tejidos
perivasculares, provocando importantes procesos inflamatorios en esas zonas (Hibler
et al, 1986, Troy y Forrester, 1990). Estos mecanismos patogénicos podrian ayudar a
la instauracién de una coagulacién intravascular diseminada (Reardon y Pierce, 1981;
Troy y Forrester, 1990).

Desde un punto de vista biopatolégico, destaca la presentacién de una
pancitopenia transitoria (Huxsoll et al, 1970b; McDade, 1990).

La trombocitopenia aparece por un descenso en la vida media de las plaquetas,
méds que por un descenso en su produccién (Smith et al, 1975; Pierce et al, 1977;
Reardon y Pierce, 1981). Estudios realizados marcando radiactivamente estas células
indican que el 50% desaparecen de la sangre en tan solo 12 horas (Smith et al, 1974).
Diferentes procesos inmunomediados e inflamatorios pueden motivar el secuestro,
consumo y destruccién prematura de las plaguetas en el bazo, dando lugar a un
acortamiento de su vida media (Pierce et al, 1977; Kakoma et al, 1977; Lovering et al,
1980). También se relaciona la existencia de trombocitopenia con el consumo de
plaquetas, secundario a la instauracién de una vasculitis inducida por E.canis (Pierce
et al, 1977, Lovering et al, 1980).

Ademds, pueden presentarse alteraciones en la funcionalidad plaquetaria,
fundamentalmente en cuanto a su migracion en sangre, la cual parece estar inhibida por
alguna sustancia sérica, ausente en animales sanos y asociada a la infeccion por E. canis
(Kakoma et al, 1978). Dicha sustancia ha recibido el nombre de factor de inhibicion de
la migracién plaquetaria (PMIF) y seria producida por los linfocitos B. Este factor es
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capaz de impedir la formacion de pseudépodos en las plaquetas y de inducir cambios
en su superficie haciéndolas, asf, mds susceptibles a la destruccidn por células del
sistema mononuclear fagocitario (Kakoma et al, 1978; Wilkins et al, 1973; Kakoma et
al, 1980; Van Heerden, 1982).

En cualquier caso, en esta fase aguda la trombopoyesis funciona correctamente,
observandose en sangre circulante un aumento en el porcentaje de megatrombocitos
(Pierce et al, 1977).

La serie roja se ve igualmente afectada, presentindose anemia causada
fundamentalmente por la destruccidn acelerada de eritrocitos (Buhles et al,1974;
Reardon y Pierce, 1981). En este periodo, la anemia normalmente es regenerativa
(Woody y Hoskins, 1991) ya que ia médula 6sea suele ser hipercelular (Buhles et al,
1975).

El recuento de leucocitos en sangre es variable; inicialmente encontraremos una
ligera leucopenia (Buhles et al, 1974; Reardon y Pierce, 1981) debida al secuestro de
leucocitos motivado por procesos inmunoldgicos e inflamatorios (Ristic, 1976). Esta
leucopenia puede transformarse posteriormente en leucocitosis (Hibler et al, 1986).

La funcién de los leucocitos también puede verse alterada; asi, los linfocitos de
perros con ehrlichiosis pueden producir un factor con efecto citotdéxico sobre monocitos
autdlogos (Kakoma et al, 1977). Esta sustancia podrfa ser similar a la que inhibe la
formacién de pseuddépodos plaquetarios (Kakoma et al, 1977). Ademds, se ha aislado
otro factor inhibidor de la migracién leucocitaria, especifico de especie, en perros con
chrlichiosis (Nyindo et al, 1980) lo que, unido a la existencia de otros factores ain no
conocidos completamente, podria contribuir a explicar 1a elevada frecuencia con la que

aparecen casos de concurrencia de ehrlichiosis con otros procesos (Greene, 1995).
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Las primeras referencias ya indicaban la relativa frecuencia con que se presentan
infecciones mixtas de ehrlichiosis y babesiosis canina (Donatien y Lestoquard, 1937;
Bool y Sutméller, 1957, Ewing y Buckner, 1965a). Tanto los signos clinicos como las
alteraciones laboratoriales, en estos casos, son similares a los que aparecen en
infecciones simples (Winkler et al, 1988; Klag et al, 1991; Matthewman et al, 1993).

Ademds, se han descrito concurrencias con hepatozoonosis (Bool y Sutmdller,
1957, Gossett et al, 1985; Elias y Homans, 1988; Beaufils y Legroux, 1992),
hemobartonelosis (Bool y Sutméller, 1957), leishmaniosis (Schaer et al, 1985; Winkler
et al, 1988; Tesouro et al, 1993) y también con enfermedad de Lyme (Moreland et al,
1990).

En animales infectados por otras especies de Ehrlichia, en concreto por
E.phagocytophila, se ha podido justificar la existencia de concurrencias debido a la
presencia de un estado de inmunosupresién, con una disminucidén en la produccién de
anticuerpos frente a otros procesos (Larsen et al, 1994),

Fase subclinica

La fase subclinica aparece, en condiciones experimentales, de 6 a9 semanas tras
la infeccién; su duracién es de 1 a 4 meses (Huxsoll et al, 1970b; Amyx et al, 1971,
Huxsoll et al, 1972; Buhles et al, 1974). Sin embargo, en infecciones naturales este
periodo puede alargarse incluso por encima de 5 afios (Codner y Farris-Smith, 1986).

En perros infectados experimentalmente, la anemia, trombocitopenia vy
leucopenia que aparecen en la fase aguda van gradualmente desapareciendo hasta
alcanzar recuentos normales en la fase subclinica (Buhles et al, 1974); por el contrario,

en infecciones naturales frecuentemente persisten estas alteraciones hematolégicas
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(Codner y Farris-Smith, 1986). Por tanto, esta fase viene definida por la ausencia de
sintomatologia clinica en perros con presencia de alteraciones hematoldgicas {Codner
y Farris-Smith, 1986).

Debido a la persistencia de la infeccién, se produce una exacerbada respuesta
inmunitaria de tipo humoral, dando lugar a un aumento en la produccién de anticuerpos
{Greene y Harvey, 1984; Ghorbel et al, 1993b). Algunos autores sefialan que la
efectividad de la respuesta inmunitaria frente a E.canis depende de 1a interaccién de
dicho microorganismo con factores tanto humorales como celulares (Lewis et al, 1978;
Lewis y Ristic, 1978), aunque los anticuerpos realmente no confieren proteccion en este
proceso (Amyx et al, 1971; Buhles et al, 1974; Weisiger et al, 1575).

Si el animal es inmunocompetente, puede superar la infeccion en este periodo
(Greene y Harvey, 1984, Hibler et al, 1986); si es incapaz de eliminar las ehrlichias,
continuard infectado evolucionando en un mayor o menor espacio de tiempo hacia la
fase crénica (Buhies et al, 1974; Greene y Harvey, 1984).

Fase crénica

Su gravedad depende de diferentes factores, tales como la virulencia de la cepa
de E.canis, el estado inmunitario del hospedador, su edad, raza, la existencia de
infecciones concurrentes y el estrés (Nyndo et al, 1980; Greene y Harvey, 1984).

Experimentalmente se ha descrito la predisposicion de la raza Pastor Alemdn,
en comparacion con el Beagle, a la instauracién de una fase crénica severa, a los 2-3
meses post-infeccion (Huxsoll et al, 1970b; Buhles et al, 1974).

Estudios posteriores han mostrado que el Pastor Alemdn infectado por E.canis
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presenta una menor respuesta inmunitaria de tipo celular que el Beagle (Nyindo et al,
1980). Sin embargo, los estudios basados en la experiencia clinica indican que, en
principio, no existe una relacién directa entre la raza y la gravedad del proceso en la
fase crénica (Troy et al, 1980; Kuehn y Gaunt, 1985; Codner y Farris-Smith, 1986).

Parece ser que la existencia de una situacién de estrés o de inmunosupresién

(como puede ser una cirugia) es capaz de desencadenar un cuadro clinico después de
una prolongada fase subclinica (Codner y Farris-Smith, 1986). La cronicidad de este
proceso dard lugar a una importante respuesta inmunitaria que, en principio, provocara

una linfocitosis (Weiser et al, 1991) e hiperproteinemia debido a una exacerbada
produccién de anticuerpos (Burghen et al, 1971; Troy et al, 1980; Kuehn y Gaunt,

1985; Weiser et al, 1991). La persistencia de E.canis dentro de las células puede

| producir reacciones de hipersensibilidad y respuestas inmunomediadas, que provocaran
una gran variedad de sintomas clinicos (Huxsoll et al, 1972; Reardon y Pierce, 1981).

La gravedad de esta fase se ha venido asociando tanto con ia trombocitopenia
(Smith et al, 1974; Codner y Farris-Smith, 1986) como con el grado de aplasia medular
(Hildebrant et al, 1973b; Buhles et al, 1974; Smith et al, 1974),

La médula 6sea suele estar afectada, presentando inicalmente una hipoplasia
eritroide que da lugar a una anemia no regenerativa (Hildebrant et al, 1973b; Buhles
et al, 1974; Makinde y Bobade, 1994). La relacién medular mieloide/eritroide suele
estar aumentada, siendo tipica la presencia de plasmocitosis debida a una estimulacién
antigénica crénica (Weisiger et al, 1975, Kuehn y Gaunt, 1985).

A medida que el proceso se va haciendo mds grave, la médula se ird afectando
en todas sus lineas celulares, pudiéndose producir incluso una aplasia medular completa
que determinard la presencia de un cuadro severo con pancitopenia que suele
desembocar en la muerte del perro (Buhles et al, 1974).
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En ocasiones, pese a la existencia de una celularidad medular normal o incluso
aumentada, inexplicablemente pueden aparecer citopenias periféricas (Waddle y
Littman, 1988). Este fenémeno podria explicarse por la existencia de mielodisplasias;
esta patologia medular vendria motivada por una carencia en folatos y vitamina B,,,
debido a un excesivo consumo de ambos durante la fase subclinica de la enfermedad
(Capelli et al, 1994),

2.6.4. SINTOMATOLOGIA

La ehrlichiosis canina, como hemos comentado, puede presentarse en su forma

aguda, subclinica y crénica.

Fase aguda

Aparece tras el periodo de incubacién y suele durar, como ya hemos sefialado,
de 2 a 4 semanas. Los signos clinicos son bastante inespecificos: fiebre, apatia y
decaimiento, anorexia, pérdida de peso y, en ocasiones, linfadenomegalia,
esplenomegalia (Huxsoll et al, 1972; Greene y Harvey, 1984; Troy et al, 1980; Kuehn
y Gaunt, 1985; Greene et al, 1985; Breitschwerdt et al, 1987; Waddle y Littman, 1988)
y edema en extremidades o en escroto (Huxsoll et al, 1972; Woody y Hoskins, 1991;
Breitschwerdt, 1995). La presencia de garrapatas no es un signo constante en esta fase;
de hecho sélamente en un 40 % de estos animales se han observado garrapatas (Troy
et al, 1980; Greene et al, 1985).

También, ocasionalmente, pueden presentarse sintomas hemorrdgicos, si bien
éstos son mds frecuentes durante la fase crénica de la enfermedad. Incluso en perros
con acusada trombocitopenia, sélo excepcionalmente aparecen cuadros de este tipo
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(Troy y Forrester, 1990).

Ademds, se ha descrito 1a presentacién de sintomatologia respiratoria debida a
la existencia de procesos inflamatorios y hemorrdgicos: exudado oculonasal, disnea,
cianosis y, a veces, aumento de la intensidad de los sonidos respiratorios (Huxsoll et
al, 1970b; Huxsoll et al, 1972; Codner et al, 1985). Radiolégicamente estos animales
pueden presentar radiopacidades intersticiales difusas en pulmén (Codner et al, 1985).

En infecciones experimentales se ha encontrado uveitis; sin embargo, la
aparicién de sintomas oculares es mucho mds frecuente en la fase crénica de la
enfermedad (Gelatt, 1991).

Todas estas manifestaciones clfnicas, en algunos animales, pueden remitir

espontdneamente sin tratamiento (Troy y Forrester; 1990).

Fase subciinica

Durante esta fase linicamente aparecen alteraciones biopatolégicas. Los animales
normalmente no tienen fiebre y recuperan el peso perdido, no presentando
sintomatologfa clinica alguna (Woody y Hoskins, 1991).

F ToNi

Aproximadamente 1a mitad de los perros presentan cuadros hemorrdgicos, tales
como petequias y equimosis en piel y mucosas, epistaxis, melena y hematomas en los

lugares de puncién venosa. También se describe la presentacién de hemorragias
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internas, hematuria, hipema, hemorragia retiniana, hemoptisis, hematemesis,
hemartrosis y hemorragia cerebral (Troy et al, 1980; Kuehn y Gaunt, 1985; Waddle y
Littman, 1988; Woody y Hoskins, 1991). La presencia de hemorragias en el miocardio
puede producir sintomas cardiacos como taquicardia o diferentes arritmias que pueden
acompafarse de una intensa disnea (Hibler et al, 1986; Woody y Hoskins, 1991). Si la
hemorragia o la anemia son severas, el animal puede presentar una marcada hipotensién
que puede desencadenar un cuadro de shock (Greene y Harvey, 1984). De todos estos
sintomas hemorrédgicos, el mds frecuente es la epistaxis, unilateral o bilateral (Walker
et al, 1970; Huxsoll et al, 1970b; Perille y Matus, 1991; Woody y Hoskins, 1991).

En aquellos casos en los que la enfermedad, en su fase cronica, no cursa de un
modo severo, aparecen sintomas inespecificos similares a los descritos en la fase aguda:
anorexia, fiebre, decaimiento, pérdida de peso, distensién abdominal y palidez de
mucosas (Troy et al, 1980; Hribernik, 1981; Hibler et al, 1986; Gilbert et al, 1992).
También puede aparecer, con cierta frecuencia, edema de extremidades o de escroto
(Huxsoll, 1975; French, 1988; Bonnard y Dralez, 1990; Woody y Hoskins, 1991). La
ictericia no suele observarse en perros con ehrlichiosis, excepto cuando existe una

infeccién concurrente por Babesia canis (Ewing y Buckner, 1965).

Los sintomas respiratorios en esta fase se deben a la existencia de un proceso
pulmonar que afecta a los capilares intersticiales; normalmente podemos observar un
exudado nasal mucopurulento acompafiado, a veces, de disnea y tos, resultado de una
neumonia intersticial (Huxsoll et al, 1970b; Reardon y Pierce, 1981; Greene y Harvey,
1984; Codner et al, 1985; Kuehn y Gaunt, 1985). La frecuencia de presentacion de este
proceso es elevada por lo que algunos autores recomiendan, como apoyo al diagndstico,
la realizacién de un estudio radioldgico de térax, que nos puede mostrar desde un ligero
patrén lineal a nivel pulmonar hasta un marcado infiitrado intersticial con opacidades
peribrongquiales (Codner et al, 1985).
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En relacién con el sistema nervioso, se han detectado distintos procesos como
ataxia, sindromes de neurona motora superior e inferior, hiperestesia generalizada o
localizada e incluso se ha llegado a asociar con sindromes convulsivos (Troy et al,
1980; Greene y Harvey, 1984; Hibbler et al, 1986; Andreasen, 1988; Meinkoth et al,
1989). También se han observado sindromes vestibulares centrales y periféricos (Greene
et al, 1985). Estas patologias se relacionan con meningoencefalitis por la presencia de
infiltrados de células plasmiticas o de hemorragias en las meninges (Woody y Hoskins,
1991).

Ademds, la ehrlichiosis canina se ha relacionado con diferentes patologias
oculares, tales como fotofobia, conjuntivitis, petequias en conjuntiva, opacidad corneal,
uveitis anterior o panuveitis e hipema (Troy et al, 1980; Swanson, 1982, citado por
Glaze y Gaunt, 1986). También puede aparecer retinitis difusa, desprendimiento de
retina, hemorragia subretiniana, papiledema y neuritis 6ptica (Ellett et al, 1973; Hoskins
et al, 1983). De todos ellos, el proceso mds tipico y que mds habitualmente se
manifiesta es la uveitis anterior (Swanson et al, 1982, citado por Glaze y Gaunt, 1986).
Todos estas alteraciones pueden presentarse tanto en la fase aguda como en 1a crénica,
si bien es en esta tiltima en la que se presentan con mayor frecuencia (Davidson, 1989;
citado por Gelatt, 1991). Pese a ello, el estudio histolégico de los ojos de perros
infectados experimentalmente sélo revela, durante la fase crénica, focos aislados de
células plasmdticas, neutréfilos y macréfagos cargados de pigmento en el tracto uveal
(Ellett et al, 1973).

También se ha asociado la infeccién por E.canis a la presencia de polimiositis
(Buoro et al, 1990) y a cuadros de poliartritis o monoartritis que producen cojeras o
debilidad en las extremidades (Bellah et al, 1986; Madigan, 1987; Cowell et al, 1988).
Sin embargo, la sintomatologia articular suele ser mucho mas frecuente en infecciones

por E.ewingii (Anderson et al, 1992b).
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En fases crénicas l1a funcionalidad renal puede estar afectada dando lugar a la
presentacién de poliuria, polidipsia, anorexia, vémitos e incluso ilceras en la cavidad
oral (Woody y Hoskins, 1991). Si aparece una glomerulopatia inmunomediada, el
animal desarrollard una insuficiencia renal que normalmente no responde al tratamiento
(Troy et al, 1980; Codner y Maslin, 1992).

El aparato reproductor femenino también puede afectarse, presentindose
hemorragias vaginales post-parto, infertilidad, abortos, mortalidad necnatal y
hemorragias prolongadas en el proestro (Woody y Hoskins, 1991).

Aungue hasta hace poco 1a unica sintomatologfa relacionada con la piel era de
tipo hemorrdgico (petequias, equimosis, etc), recientemente se han descrito sintomas
cutdneos en la fase crénica de esta enfermedad (Sagredo et al, 1994). Debido a la
persistencia -de E.canis durante prolongados periodos de tiempo, en esta fase se
producen reacciones de hipersensibilidad (Huxsoll et al, 1977; Reardon y Pierce, 1981)
que pueden tener su reflejo a nivel cutdneo (Sagredo et al, 1994).

2.6.5. LESIONES

Las lesiones encontradas en la ehrlichiosis canina dependen de la fase de
infeccidn y de la gravedad del proceso (Troy y Forrester, 1990). Es tipica la presencia
de hemorragias (petequias y equimosis) en las mucosas y serosas de la mayorfa de los
drganos como pulmones, rifiones, vejiga, cavidad nasal, estémago, intestino delgado y
grueso, corazén, ojos, testiculos y tejido subcutdneo (Ewing, 1969; Hildebrant et al,
1973b; Troy et al, 1980). En los casos de ehrlichiosis crénica severa sufrida por perros
de las fuerzas armadas estadounidenses en el sudeste de Asia, las hemorragias afectaron
fundamentalmente a corazén, pulmdn, tracto digestivo y sistema urogenital (Hildebrant
et al, 1973b). Los drganos mds afectados macroscépicamente suelen ser los pulmones,
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bazo e higado ; éste tltimo suele ser mds pdlido y de consistencia mds friable (Reardon
y Pierce, 1981).

La linfadenopatia generalizada junto a la hepatomegalia y la esplenomegalia son
lesiones caracteristicas, siendo mds frecuentes en la fase aguda (Greene y Harvey,
1984). Todos los ganglios, incluyendo los mesentéricos, pueden estar aumentados de

tamafio y ligeramente decolorados (Hildebrant et al, 1973b).

La médula 6sea, en la fase aguda, toma una coloracién rojiza debido a su
hipercelularidad (Reardon y Pierce, 1981), siendo hipopldsica y pdlida en la fase
crénica (Hibler et al, 1986).

En casos crénicos se puede apreciar un estado de emaciacién con un deterioro
evidente de la condicién corporal; también puede aparecer edema de tejido subcutdneo
en zonas declives del cuerpo (Bonnard y Dralez, 1990).

En lineas generales, el hallazgo histolégico mds caracteristico es la plasmocitosis
en tejidos linfopoyéticos y la presencia de un infiltrado perivascular de células
plasmadticas y, en menor medida, de linfocitos en diferentes Srganos como pulmones,
cerebro, meninges, rifiones, ganglios linfiticos y bazo y, con menos frecuencia, en
tercer pdrpado, retina, vejiga y testiculos (Huxsoll et al, 1970b; Hildebrant et al, 1973b;
Reardon y Pierce, 1981),

En los ganglios y en el bazo aparece plasmocitosis e hiperplasia
reticuloendotelial produciéndose, en ambos érganos, unas lesiones similares y paralelas
en el tiempo (Reardon y Pierce, 1981; Troy y Forrester, 1990). En las fases iniciales
de la infeccién se produce una hiperplasia linforreticular, tanto en las dreas
paracorticales de los ganglios linfAticos como en la pulpa roja esplénica (Ewing, 1969;
Reardon y Pierce, 1981),
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Segiin avanza la enfermedad, la concentracion de células plasmdticas en los
ganglios linfiticos aumenta desde la corteza hasta los cordones medulares externos,
donde casi acaban siendo la tnica poblacién celular (Hildebrant et al, 1973). Los
foliculos linfoides van proliferando hacia los tejidos circundantes, siendo sustituidos los
linfocitos pequefios por células plasmdticas y linfocitos grandes (Reardon y Pierce,
1981; Troy y Forrester, 1990).

La esplenomegalia de la ehrlichiosis aguda estd causada por la proliferacion de
células linforreticulares en 1a pulpa blanca y de céluias reticuloendoteliales en la pulpa
roja (Reardon y Pierce, 1981), existiendo, para algunos autores, un componente
congestivo (Troy y Forrester, 1990). La actividad y el tamafio de los centros germinales
aumenta inicialmente para ir disminuyendo posteriormente (Ewing, 1969; Reardon y
Pierce, 1981; Troy y Forrester, 1990). La poblacién de células plasmdticas esplénicas
es variable pero suele ser mayor en fases crénicas (Hildebrant et al, 1973b; Troy y
Forrester, 1990).

A pesar de que menos de una tercera parte de los casos presentan signos
neurolégicos (Greene, 1986), la existencia de un infiltrado linfoplasmocitario
perivascular en las meninges se detecta en un porcentaje elevado de perros con
ehrlichiosis (Hildebrant et al, 1973b). Cuando el curso de la enfermedad ha sido breve,
este infiltrado presenta una distribucién difusa ocupando la totalidad de las meninges;
por el contrario, en fases crénicas se suele limitar a pequefios acimulos focales
alrededor del endotelio vascular (Hildebrant et al, 1973b). Algunos perros presentan una
meningoencefalitis no supurativa, frecuentemente multifocal que afecta,
preferentemente, al tronco del encéfalo, mesencéfalo y corteza cerebral (Hildebrant et
al, 1973b; Troy y Forrester, 1990). Ocasionaimente se pueden ver afectadas las
meninges cerebelares, observdndose una ligera encefalitis en el cerebelo. También, a
veces, proximos a la unidn entre la sustancia gris y la sustancia blanca de la corteza

cerebral, se han encontrado acimulos de polimorfonucleares que sugeririan la posible
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presencia de émbolos sépticos (Hildebrant et al, 1973b). Estos émbolos sépticos también
se han descrito en otros drganos, concretamente en pulmones y glomérulo renal,
pudiendo ser reflejo de un cuadro de septicemia terminal debida a una extrema
leucopenia (Hildebrant et al, 1973b).

A nivel respiratorio, la lesién tipica es 1a neumonia intersticial (Ewing, 1969;
Hildebrant et al, 1973b; Codner et al, 1985; Reardon y Pierce, 1981). Se observan
hemorragias intersticiales y alveolares y acimulo de células plasmiticas en las dreas
perivascular y peribronquial (Codner y Woody, 1986; referido por Woody y Hoskins,
1991). En la fase crénica aparece un engrosamiento de la pared septal alveolar debido
a una hipertrofia ¢ hiperplasia de sus células. Junto al acimulo de células plasmaticas
alrededor de los vasos pulmonares, se describe el aumento en el mimero de células
reticuloendoteliales inmaduras presentes en el tejido intersticial (Ewing, 1969;
Hildebrant et al, 1973b). De cara al diagndstico destaca la posibilidad de observar
diferentes formas de E.canis en macréfagos del endotelio pulmonar y en células
mononucleares septales (Ewing, 1969; Hildebrant et al, 1973b; Troy y Forrester,
1990).

En cuanto al rifién, se puede presentar vasculitis con infiltrado de células
plasmadticas alrededor de los vasos en la unién corticomedular, zona en la que también
pueden existir focos hemorrdgicos (Reardon y Pierce, 1981). Algunos autores han
observado diferentes lesiones a nivel glomerular (Huxsoll et al, 1970b; Hildebrant et
al, 1973b; Troy et al, 1980) en perros con ehrlichiosis canina. Estas lesiones,
concretamente la amiloidosis glomerular y la glomerulonefritis inmunomediada, podrian
deberse a la estimulacién antigénica crénica producida por E.canis (Codner et al, 1992).
Sin embargo, en infecciones agudas experimentales las lesiones glomerulares detectadas
se han restringido dnicamente a la fusién de los podocitos, no observandose signos
claros de glomerulonefritis inmunomediada (Codner et al, 1992). En estudios de

inmunopatologia, se han podido detectar depésitos de inmunoglobulinas en el gloméruio
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y en ¢l mesangio (Codner et al, 1992).

En el higado se produce una necrosis centrolobular debida a la deficiente
circulacion y a la presién causada por la hiperplasia reticuloendotelial multifocal que
aparece en la fase aguda (Reardon y Pierce, 1981); también hay dilatacion de los
sinusoides centrolobulares y, a veces, acimulo de células plasmaticas alrededor de las
venas centrolobulares y de las triadas portales (Ewing, 1969; Hildebrant et al, 1973b).

La ehrlichiosis canina no se suele diagnosticar definitivamente en la necropsia,
debido a la dificultad con la que se identifica el agente causal en tejidos fijados con
formol o solucién de Bouin (Ewing, 1969; Troy y Forrester, 1990). Las mdrulas son
raramente observadas en células mononucleares de tejidos teflidos con hematoxilina-
eosina. (Hildebrant et al, 1973b; Troy y Forrester, 1990)

2.6.6. DIAGNOSTICO

Existen diferentes aspectos que pueden ser de utilidad a 1a hora de llegar a un
diagnéstico de infeccién por E.canis.

A) DIAGNOSTICO CLINICO

Las enfermedades producidas por especies del género Ehrlichia, a menudo, son
diffciles de diagnosticar. Por un lado, muchos de los signos clinicos asociados
normalmente a la ehrlichiosis canina, tales como depresién, letargia, pérdida de peso
o anorexia, son inespecificos; por otro, los sintomas que se describen como los mds
tipicos (hemorragias, fiebre, linfadenomegalia e infestacién por garrapatas) no siempre
aparecen (Woody y Hoskins, 1991). Segin algunos autores, menos de la mitad de los
perros con ehrlichiosis presentan sintomatologia hemorragica (Troy y Forrester, 1990).
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Por este motivo, los hallazgos clinicos deben valorarse conjuntamente con los resultados
de la hematologia, la bioquimica y la serologia, para poder emitir un diagnéstico de
ehrlichiosis (Woody y Hoskins, 1991).

B) DIAGN LABORATORIAL

La trombocitopenia es el hallazgo mds frecuente en perros con ehrlichiosis
canina, apareciendo a los 15-20 dias post-infeccién y pudiendo persistir durante todas
las fases de la enfermedad (Troy et al, 1980; Greene et al, 1985; Kuehn y Gaunt, 1985;
Codner y Farris-Smith, 1986; Breitschwerdt et al, 1987; Waddle y Littman, 1988;
Davoust et al, 1991). Sin embargo, el mecanismo causal de la trombocitopenia varia

dependiendo de la fase, como ya se ha comentado en la patogenia de la enfermedad.

No obstante, existen casos de ehrlichiosis sin trombocitopenia. Para algunos
autores, probablemente se ha sobreestimado en la literatura la incidencia de
trombocitopenia, puesto que el recuento plaquetario se ha utilizado, a veces, como
pardmetro previo a la realizacién de una técnica mds especifica para el diagnéstico de
esta enfermedad (Woody y Hoskins, 1991).

El recuento plaquetario no siempre se correlaciona con la gravedad de las
hemorragias describiéndose, en ocasiones, importantes variaciones diarias en este
pardmetro analftico (Troy et al, 1980). Algunos perros con recuentos de plaquetas
inferiores a 10,000/mm® no presentan hemorragias mientras que, Otros con recuentos
plaquetarios normales, pueden tener sintomas de este tipo debido a alteraciones en la
funcionalidad plaquetaria (Kuehn y Gaunt, 1985; Codner et al, 1985; Woody y Hoskins,
1991; Perille y Matus, 1991).
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También la anemia es un hallazgo frecuente en el curso de la ehrlichiosis canina
(Troy et al, 1980; Greene et al, 1985; Kuehn y Gaunt, 1985; Codner y Farris-Smtith,
1986; Breitschwerdt et al, 1987; Waddle y Littman, 1988); durante la fase aguda, serd
regenerativa debido al aumento de la destruccién de los hematfes por mecanismos
inmunoldgicos (Reardon y Pierce, 1981). Un elevado nimero de perros con anemia
regenerativa serdn positivos al test de Coombs, lo cual debe ser tenido en cuenta para
no incurrir en errores diagndsticos (Heald, 1984; Greene et al, 1985). Estos resultados
sugieren la existencia de una unién inespecifica de inmunoglobulinas a los eritrocitos
o de un proceso autoinmune especifico por la existencia de anticuerpos frente a la
superficie eritrocitaria, lo cual podrfa contribuir a la instauracién de un cuadro
hemolitico agudo en algunos perros con ehrlichiosis (Heald, 1984; Breitschwerdt,
1995).

Posteriormente, en fases crénicas, la anemia sera no regenerativa debido a la
destruccién continuada de eritrocitos, la pérdida crénica de sangre y la existencia de
hipoplasia o aplasia medular (Woody y Hoskins, 1991). En casos de infeccién
concurrente con Babesia canis o tras una hemorragia reciente, la anemia puede adquirir

un cierto caracter regenerativo (Troy y Forrester, 1990).

El recuento leucocitario es uno de los pardmetros m4s variables en la ehrlichiosis
canina, como ya ha sido sefialado. Una ligera leucopenia aparece en la fase aguda
debido a mecanismos inmunoldgicos. Posteriormente esta leucopenia se transformard
en leucocitosis (Hibler et al, 1986). Durante la fase crénica, es frecuente la aparicién
de leucopenia debida a la hipoplasia o aplasia medular (Buhles et al, 1974). Algunos
autores también han encontrado, en relacién con la serie blanca, neutropenia,
linfocitosis y monocitosis (Codner y Farris-Smith, 1986; Troy y Forrester, 1990).
Ademds se ha sefialado la presencia, en la fase crénica, de linfocitos con granulacidn
azuréfila debido a la estimulacién constante del sistema inmunitario (Weiser et al,
1991). Otros autores describen 1a presentacién de linfopenia y eosinopenia, asocidndolas
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al uso previo de corticosteroides (Breitschwerdt et al, 1987).

En algunos casos se han encontrado células anormales o indiferenciadas en
sangre circulante, pudiendo confundirse con aquellas que aparecen en alteraciones

mieloproliferativas (Madigan, 1987).

Los hallazgos en médula ésea varfan en funcién de la fase y la gravedad de la
infeccién (Hibler et al, 1986), a excepcion de 1a plasmocitosis que suele observarse con
mucha frecuencia (Troy et al, 1980; Breitschwerdt et al, 1987). Durante las fases aguda
y subclinica se produce una hipercelularidad de las series megacariocitica y mieloide
(Hibler et al, 1986). Algunos autores describen la existencia de hipoplasia eritroide en
este periodo (Woody y Hoskins, 1991).

En la fase crénica la médula ésea es hipopldsica, afectando a todas las lineas
celulares y provocando, por tanto, la tipica pancitopenia (Troy et al, 1980; Kuehn y
Gaunt, 1985; Waddle y Littman, 1988). Sin embargo, ocasionalmente se ha observado
normocelularidad e hipercelularidad medular con megacariocitosis (Kuehn y Gaunt,
1985; Waddle y Littman, 1988) y aumento en el nimero de mastocitos (Kuehn y Gaunt,
1985).

En cuanto a la bioquimica sanguinea, debido al estimulo antigénico, la
hiperproteinemia motivada por una hiperglobulinemia es un hallazgo frecuente en perros
con ehrlichiosis (Burghen et al, 1971; Buhles et al, 1974; Weisiger et al, 1975; Troy
et al, 1980; Codner et al, 1985; Greene et al, 1985; Kuehn y Gaunt, 1985; Codner y
Farris-Smith, 1986; Breitschwerdt et al, 1987; Davoust et al, 1991b; Weiser et al,
1991). Los niveles séricos de globulinas aumentan progresivamente en el curso de la
enfermedad y adquieren unos valores elevados de la primera a la tercera semana post-
infeccién (Burghen et al, 1971; Buhles et al, 1974; Greene y Harvey, 1984).
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En infecciones experimentales, a las 2 semanas se produce un transitorio
aumento de la fraccidn alfa-2 globulina, que recupera sus valores normales en el mes
siguiente (Burghen et al, 1971). En estas condiciones, en fase crénica, se detectan
aumentos de las gamma-globulinas y descenso en la concentracién de aibiimina; la
fraccion beta-globulina también puede presentar valores elevados (Buhles et al, 1974:
Davoust et al, 1991b).

La magnitud de ia hiperglobulinemia no suele estar directamente relacionada con
la cantidad de anticuerpos producidos frente a E.canis, sino con la duracién de la
infeccién (Burghen et al, 1971; Ristic et al, 1972; Weisiger et al, 1975). De hecho, la
hiperglobulinemia puede ser indicativa de una respuesta inmunitaria exacerbada e
inefectiva (Buhles et al, 1974; Hoskins et al, 1983; Greene y Harvey, 1984; Woody y
Hoskins, 1991). Por este motivo y a causa de la persistencia del agente infeccioso en
el organismo, podrian producirse autoanticuerpos que explicarian la existencia de
anticuerpos antinucleares en algunos perros con ehrlichiosis (Greene y Harvey, 1984).
Sin embargo, recientemente se ha descartado la presencia de estos anticuerpos
antinucleares en perros con ehrlichiosis canina (Kelly et al, 1994b). En animales con
trombocitopenia en fase aguda, el complemento se puede fijar sobre plaquetas dafiadas
(Lovering et al, 1980), por lo que pueden aparecer en sangre anticuerpos
antiplaquetarios (Greene y Harvey, 1984),

Durante la fase crénica, el estudio electroforético de las proteinas séricas suele
mostrar la existencia de una gammapatia policional, con aumento de las fracciones alfa-
2, beta y gamma globulinas (Harvey et al, 1979; Kuehn y Gaunt, 1985; Ghorbel et al,
1993). Con menos frecuencia se han detectado gammapatias monoclonales, por aumento
de IgG (Hoskins et al, 1983; Codner y Farris-Smith, 1986; Breitschwerdt et al, 1987;
Matus et al, 1987). En cualquier caso, tras el tratamiento, los niveles de globulinas se
suelen normalizar entre los 3 y 9 meses post-tratamiento, aunque a veces es necesario

esperar incluso mas de 18 meses {Greene y Harvey, 1984; Perille y Matus, 1991;
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Greene, 1995).

La hipoalbuminemia se presenta durante la fase aguda y, normaimente,
desaparece en la subclinica, describiéndose también en las fases crénicas (Burghen et
al, 1971; Harvey et al, 1979; Davoust et al, 1991a). La hipoalbuminemia puede deberse
a su empleo en procesos inflamatorios, pérdida de peso, proteinuria, malnutricidn,
hepatopatia concurrente, pérdida de proteinas a nivel periférico debido a la existencia
de edemas y compensacién debida a 1a hiperglobulinemia (Hibler et al, 1986; Baker et
al, 1988; Woody y Hoskins, 1991). No obstante, la existencia de una relacién
inversamente proporcional entre la cantidad de proteina perdida en la orina y la
concentracién sérica de albimina, en perros infectados experimentaimente, ha hecho
que la proteinuria sea el factor al que mayor importancia se le conceda en este sentido
(Codner y Maslin, 1992).

Los pardmetros laboratoriales indicadores tanto de la funcionalidad hepdtica
como de la renal suelen presentar valores normales en perros con ehrlichiosis (Greene,
1995). Sin embargo, se han descrito aumentos de la ALT (GPT) vy de la fosfatasa
alcalina, fundamentalmente en fase aguda; estos pueden también acompafarse de
hiperbilirrubinemia (Troy y Forrester, 1990). En estos casos, con la instauracién de una
terapia apropiada, estos valores suelen disminuir hasta niveles fisiol6gicos, excepto en
aquellos animales en los que como consecuencia de la ehrlichiosis se ha producido una
lesién hepdtica o renal irreversible (Woody y Hoskins, 1991).

En caso de presentar problemas hemorrigicos, el tiempo de hemorragia y el de
retraccion del codgulo suelen estar prolongados por la existencia de trombocitopenia o
de trombocitopatia (Hribenik, 1981; Kuehn y Gaunt, 1985; Hibler et al, 1986). Sin
embargo, el tiempo de protrombina, el tiempo de tromboplastina parcial activada y los
productos de degradacién del fibrinégeno suelen ser normales (Kuehn y Gaunt, 1585),

excepto en el caso de que se haya instaurado un cuadro de coagulacion intravascular
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diseminada (Hibler et al, 1986).

Los aumentos en la urea y la creatinina por encima de los valores fisiolGgicos
de referencia pueden tener un origen prerrenal (deshidratacion) o renal. Asi, se
presentan casos de uremia asociados a glomerulonefritis y a plasmocitosis intersticial
renal (Troy et al, 1980; Breitschwerdt et al, 1987).

En un aito porcentaje de perros con ehrlichiosis se ha encontrado proteinuria y
hematuria, con ¢ sin uremia (Troy et al, 1980), relaciondndose con la existencia de
lesiones glomerulares inmunomediadas (Troy y Forrester, 1990; Breitschwerdt, 1995).
Este hecho también se ha observado, en infecciones experimentales, durante la fase
aguda, detectidndose una pérdida méxima de proteinas a las 3-4 semanas post-infeccién
debida a una nefropatia motivada por la existencia de lesiones ultraestructurales a nivel
glomerular (Codner y Maslin, 1992), Al igual que ocurre con la hipoalbuminemia, la
proteinuria también desaparece durante la fase subclinica.

En perros con gammapatia monoclonal también se puede detectar proteinuria;
el perfil electroforético de las protefnas de la orina presenta, en este caso, un
paralelismo con las séricas, apareciendo un claro aumento de las IgG (Breitschwerdt et
al, 1987).

El andlisis del liquido cefalorraquideo de perros con sintomatologia neuroldgica
muestra elevados niveles de proteinas y pleocitosis mononuclear con gran nimero de
linfocitos y células plasmdticas (Greene et al, 1985).

El liquido sinovial, en casos con artritis, suele presentar una coloracién
amarillenta con aumento de la concentracién de proteinas y del recuento celular, con
predominancia de neutrdfilos maduros (75%) y con algunos macréfagos y linfocitos.
Las tpicas mdérulas pueden visualizarse tanto en liquido sinovial como en
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cefalorraquideo.

Las moérulas o inclusiones intracelulares de E.canis pueden detectarse en el
citoplasma de monocitos y de linfocitos en sangre circulante (Carter et al, 1971; Nyindo
et al, 1971; Pennisi; 1989; Elias, 1991). Algunos autores identifican estas morulas mas
ficilmente en monocitos que en linfocitos (Carter et al, 1971; Pyle, 1980), mientras que
otros las detectan en mayor nimero en linfocitos (Ewing et al, 1971). Estas formas de
E.canis aparecen con mayor frecuencia en la fase aguda, si bien lo hacen de un modo
transitorio y en pequefio mimero por lo que, a menudo, pasan desapercibidas (Troy et
al, 1980; Hibler et al, 1986; Du Plessis et al, 1990). La probabilidad de encontrarlas
aumenta, especialmente en perros leucopénicos, si previamente se realiza una
leucoconcentracién con la muestra sanguinea y se observa una extensién de la capa de
glébulos blancos (Ewing, 1969; Hibler et al, 1986; Beaufils et al, 1995a). Esto también
sucede si se realiza una fina extensién de sangre periférica, realizando una pequefa
incisién en la oreja (Ewing, 1969; Greene y Harvey, 1984; Hibler et al, 1986). Algunos
autores sefialan una mayor presencia de células infectadas en el borde de la extensién
(Troy y Forrester, 1990).

Con tinciones tipo Giemsa las inclusiones intracitoplasmdticas se observan de
color violdceo oscuro aunque, en ocasiones, pueden adquirir una tonalidad rosa-azulada
{(Nyindo et al, 1971; Carter et al, 1971; Elias, 1991; Woody y Hoskins, 1991); con
tinciones de Wrigth se observan de color violdceo o rojizo (Woody y Hoskins, 1991).

Estos cuerpos de inclusién también se pueden observar en aspirados e improntas
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de médula dsea, ganglio linfitico, bazo y pulmdn (Ewing, 1969; Carter et al, 1971;
Pierce et al, 1977; Reardon y Pierce, 1981), Muy raramente se verdn leucocitos

infectados en las secrecciones nasales y oculares (Ewing, 1969).

Debido a la dificuitad de observacién y a su baja frecuencia de presentacidn, el
hecho de que en estas muestras no se detecten los cuerpos de inclusién no implica que
el animal no padezca este proceso. La sensibilidad de este diagn6stico es baja puesto
que el total de cé€lulas mononucleares infectadas suele ser inferior al 1%, disminuyendo
alin mds este porcentaje a medida que evoluciona la enfermedad (Cowell et al, 1988:
French, 1988; Gilbert et al, 1992).

Las inclusiones desaparecen de los leucocitos aproximadamente a los 10-14 dias
después del comienzo del tratamiento (Winkler et al, 1988; Elias, 1991).

El diagndstico etioldgico puede confirmarse con el cultivo de Ehrlichia spp a
partir de monocitos caninos, si bien esta técnica es complicada y no suele emplearse
rutinariamente (Nyindo et al, 1971). También se puede realizar una
inmunofluorescencia directa sobre muestras de sangre o de diferentes tejidos con el fin
de asegurar el diagndstico (Carter et al, 1971).

B.2.2.) Diagndstico inmunolégico

Debido a la inespecifidad de los signos clinicos y a la dificultad para identificar
E.canis en sangre, el diagndstico de ehrlichiosis normalmente se basa en los resultados
de diferentes técnicas inmunoldgicas. De todas ellas, la mas empleada tanto en medicina
veterinaria como en medicina humana es la inmunofluorescencia indirecta (IFI),
empleando como antigeno cultivos celulares infectados (Dawson et al, 1991b). En
concreto esta técnica presenta, para el diagnéstico de E.canis, una alta sensibilidad y
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especificidad (Ristic et al, 1972).

En relacién con su especificidad, se ha comprobado la ausencia de reacciones
cruzadas con un gran nimero de agentes no rickettsiales (como Leprospira canicola,
Brucella canis, herpesvirus canino y virus de parainfluenza), N.helminthoeca (Ristic et
al, 1972), Borrelia burgdorferi (Magnarelli y Anderson, 1993) y diferentes especies del
género Rickertsia (R.tsutsugamushi, R.canada, R.burnettii, R.mooseri, R.akari) (Ristic
et al, 1972). Tampoco es importante 1a ligera reaccién cruzada que a veces se produce
con R. rickettsii, agente causal de la fiebre manchada de las Montafias Rocosas (Greene
et al, 1985).

Se ha sefialado la existencia de reacciones cruzadas entre diferentes especies del
género Ehrlichia, aunque los titulos son mayores para el agente que realmente estd
causando la infeccién (Woody y Hoskins, 1991). Sin embargo, es importante sefialar
la ausencia de reaccién cruzada entre E.canis y E.platys (Greene y Harvey, 1984) y
entre E.canis, E.equi y E.risticii (Ristic et al, 1986). Tan sdlo es de destacar la fuerte
reaccién cruzada con E.sennetsu (Ristic et al, 1981), con E.chaffeensis (Anderson et al,
1991; Dawson et al, 1991b), con C.ruminantum (Du Plessis et al, 1990; Kelly et al,
1994a; Matthewman et al, 1994a) y mds ligeramente con N.helminthoeca (Rikihisa,
1991b).

Con esta técnica detectamos anticuerpos en ¢l suero a los 7 dias post-infeccion,
concretamente IgA e IgM, si bien las IgG, a veces no aparecen hasta los 28 dias (Ristic
et al, 1972; Buhles et al, 1974). Todos los perros suelen ser seropositivos a los 20 dias,
alcanzando un maximo en el titulo de anticuerpos a los 80 dias después de 1a infeccién
(Buhles et al, 1974; Maeda et al, 1987). Este titulo persistird elevado mientras la
infeccién perdure (Ristic et al, 1972; Buhles et al, 1974; Weisiger et al, 1975), excepto
en algunos casos graves, en los que, justo antes de la muerte, pueden aparecer

descensos subitos en el titulo e incluso titulos negativos (Buhles et al, 1974; Weisiger
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et al, 1975; Greene y Harvey, 1984),

Tras la eliminacién de E.canis, bien por 1a instauracion de un tratamiento o bien
por una respuesta inmunitaria efectiva del perro, los titulos bajan en un periodo de 6-9
meses y, a veces, ya no son detectables a los 12 meses (Buhles et al, 1974; Weisiger
et al, 1975). No obstante, se han descrito casos en los que el titulo de anticuerpos se
mantiene elevado incluso 31 meses después del inicio del tratamiento (Perille y Matus,
1991). Sin embargo, en estos casos los niveles de globulinas suelen normalizarse
(Greene y Harvey, 1984). Este hecho permite diferenciar portadores crénicos de perros
con la infeccién superada tras el tratamiento; en los primeros observaremos que
persisten otras anomalfas como la hiperproteinemia o la trombocitopenia (Buhles et al,
1974).

Recientemente, se han detectado perros tratados en los que, a la persistencia en
el ftitulo de anticuerpos, se unen alteraciones hematolégicas, en concreto
trombocitopenias; en este sentido se ha sugerido la posible existencia de resistencias
frente a la terapia microbiana empleada (Breitschwerdt et ai, 1992),

Como ocurre con otras enfermedades infecciosas, los altos titulos de anticuerpos
no confieren inmunidad protectora por lo que una nueva exposicién a garrapatas
infectadas podrd originar de nuevo un cuadro de ehrlichiosis, aunque suele cursar de
un modo menos grave (Amyx et al, 1971; Buhles et al, 1974; Weisiger et al, 1975).

La menor titulacidn que se valora con esta técnica (1:10) es frecuentemente
considerada positiva para E.canis (Buhles et al, 1974); sin embargo, en muestras
contaminadas por bacterias pueden darse falsos positivos con titulos bajos (a veces
pueden ser superiores a 1:80) (Codner y Woody, 1986, referido por Woody y Hoskins,
1991). Por ello, los titulos bajos se deben confirmar con la demostracién de una

seroconversion en 2 muestras sucesivas. Tanto un titulo que se ha incrementado en el
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tiempo como uno marcadamente positivo se consideran indicativos de infeccidn activa

por E.canis (Troy y Forrester, 1990).

En principio, un titulo positivo de inmunofluorescencia indirecta unicamente
indica exposicién del animal al agente ricketssial; sin embargo un tftulo positivo junto
con una historia clinica y signos clinicos o laboratoriales compatibles con la
enfermedad, confirmarian un diagnéstico de enfermedad o, al menos, de infeccién
(Greene, 1995).

Debido a la puesta en marcha de diferentes técnicas de cultivo en lineas celulares
y a la consiguiente produccién masiva de antigeno, se han desarrollado recientemente
otras técnicas inmunoldgicas, como el enzimoinmunoensayo indirecto (ELISA) y el
inmunoblot (Nyindo et al, 1991; Anderson et al, 1992b; Brouqui et al, 1992; Rikihisa
et al, 1992; Shankarappa et al, 1992; Cadman et al, 1994). Con las técnicas de
inmunoblot podemos detectar una banda polipeptidica de 25-kd en las fases mas
precoces de la enfermedad (Nyindo et al, 1991). Con el reciente descubrimiento de
nuevas especies de Ehrlichia, algunos autores apuestan por estas técnicas debido a su
validez a la hora de realizar una caracterizacién mas exacta del agente causal {Greene,
1995). Existen otros métodos utiles para la realizacién de muestreos amplios como la
aglutinacién en placa de Idtex; no obstante, los resultados deben confirmarse
posteriormente con la inmunofluorescencia indirecta (Ristic y Boothe, 1987).

El PCR también se ha empleado para la deteccién de E.canis tanto en muestras
sanguineas como en diferentes tejidos, si bien no es una técnica de aplicacién rutinaria
y la sensibilidad es similar o ligeramente inferior a la de otras técnicas de uso habitual
como la [FI o el ELISA (Iqbal et al, 1994b; Igbal y Rikihisa, 1994).
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C) DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

La sintomatologfa clinica de la ehrlichiosis canina es muy variada e inespecifica
por lo que puede ser confundida con un gran nimero de patologias (Woody y Hoskins,
1991). No obstante, fundamentalmente debe diferenciarse del mieloma multiple,
linfoma, leucemia linfocitica crénica y lupus eritematoso sistémico. En un perro con un
cuadro crénico de pérdida de peso, esplenomegalia, linfadenopatia generalizada,
pancitopenia, plasmocitosis en médula ésea y gammopatfa monoclonal, el tinico modo
para diferenciar ehrlichiosis canina de mieloma muitiple es obtener una serologia
positiva para E.canis (Breitschwerdt et al, 1987). Esta también es la tinica forma de
distinguir ehrlichiosis de leucemia linfoc{tica crénica en un animal con pérdida de peso,
linfadenopatia leve, hepatoesplenomegaliz, linfocitosis y gammopatfa monoclonal.

Por otra parte, la ehrlichiosis puede confundirse con una trombocitopenia
inmunomediada, en casos con trombocitopenia y megacariocitosis en la médula ésea
(Couto, 1992). Sin embargo, los perros con trombocitopenia inmunomediada suelen
padecer cuadros hemorrdgicos, mientras que, habitualmente, no presentan fiebre ni
sintomas generales (Troy y Forrester, 1990).

Enfermedades como la babesiosis, hepatozoonosis y hemobartonelosis, por la
similitud de sus vectores y, a veces, de su sintomatologfa, también deben ser
descartadas (Bool y Sutmélier, 1957; Elias y Homans, 1988). Los casos con
sintomatologia hemorrdgica, linfadenopatia e hiperproteinemia con
hipergammaglobulinemia, en nuestra 4rea geogridfica, deben diferenciarse de Ia

leishmaniosis canina (Tesouro et al, 1993).
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2.6.7. TRATAMIENTO

TRAT P

A lo largo de la historia y desde la descripcién de 1a ehrlichiosis canina, se han
venido empleando en su tratamiento un gran nimero de firmacos como el tripan azul,
acaprina, gonacrina, sales orgdnicas de antimonio y de arsénico y solucién salina
formolada, aunque con todos ellos la respuesta ha sido decepcionante (Ewing, 1969;
Ghorbel et al, 1993a).

Los resultados obtenidos con la sulfametacina y la sulfameracina fueron muy
variables (Malherbe, 1948), mientras que el uso de sulfonamidas y de penicilina resulté
ser inefectivo (Malherbe, 1948; Buckner y Ewing, 1967). Con estos firmacos, puede
producirse una inicial mejoria clinica, si bien la respuesta es variable y, generalmente,
la infeccién no desaparece (Breitschwerdt, 1995).

Los antibiéticoé del grupo de las tetraciclinas se han venido utilizando de un
modo rutinario en el tratamiento de la ehrlichiosis canina (Ewing, 1969; Amyx et al,
1971; Buhles et al, 1974; Willder, 1977; Davidson et al, 1978; Van Heerden e
Immelman, 1979). Estos formacos provocan coloracién dental en los animales jévenes,
en los que se desaconseja su empieo (Buhles et al, 1574).

La duracién del tratamiento parece ser mds importante que la dosis o la
frecuencia de administracién de este grupo de farmacos (Woody y Hoskins, 1991). Sin
embargo, algunos autores recomiendan, en fases agudas, dosis menores que en fases

crénicas (Van Heerden e Immelman, 1979; Troy y Forrester, 1990).

La utilidad de la tetraciclina o la oxitetraciclina en el tratamiento de este proceso
ha sido referida en miiltiples ocasiones (Amyx et al, 1971; Buhles et al, 1974; Price et
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al, 1987; Adawa et al, 1992). Para la tetraciclina, las dosis recomendadas son de 66
mg/kg/dia repartidos en 2 ¢ 3 tomas por via oral, durante 14-21 dias (Amyx et al,
1971; Price y Dolan, 1980, Greene y Harvey, 1984). Su administracién puede
prolongarse hasta incluso 8 semanas (Woody y Hoskins, 1991). Estos farmacos deben
ser tomados, al menos, 2 ¢ 3 horas antes o después de la ingestién de alimentos; la
quelacidn de la tetraciclina con ciertos iones, como el calcio, magnesio o hierro, puede
disminuir su absorcién en el tracto digestivo (Longhofer, 1988).

Algunos protocolos han empieado oxitetraciclina de larga duracién por via
intramuscular, si bien debido al dolor causado en el lugar de inyeccién se recomienda
la administracién conjunta de piroxicam (Adawa et al, 1992).

En perros infectados experimentaimente, la oxitetraciclina administrada durante
14-18 dfas, a las dosis comentadas, es capaz de producir la desaparicidn de E.canis
cuando el tratamiento se inicia en fase aguda (Buhles et al, 1974; Ghorbel et al, 1993a).
Otros autores describen que este fendmeno sélo se produce en, aproximadamente, el
25% de perros tratados (Price y Dolan, 1980).

Aunque la normalizacién de las alteraciones hematolégicas es mucho mds lenta
que en perros tratados en fase aguda, la oxitetraciclina también se ha mostrado efectiva
en el tratamiento de animales con infeccién crénica (Buhles et al, 1974).

La doxiciclina es una tetraciclina semisintética (en concreto, alfa-6-deoxi-5-
oxitetraciclina) liposoluble, que se absorbe en el tracto digestivo mds ficilmente que la
oxitetraciclina (Shaw y Rubin, 1986). Tras su absorcién, el antibidtico se une a
proteinas y penetra ficilmente en los tejidos aicanzando, tanto en ellos como en sangre,
concentraciones mayores que otras tetraciclinas (Shaw y Rubin, 1986; Van Heerden e
Immelman, 1979). Por ello, algunos autores sefizlan su efectividad en perros que no han

respondido a la terapia con tetraciclina (Troy y Forrester, 1990).
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Debido a su gran liposolubilidad, su eliminacién renal es mds lenta que la de la
oxitetraciclina; este hecho, unido a su alto grado de absorcién en los tejidos, da lugar
a que su vida media en suero sea de, aproximadamente, 19.5 horas, en comparacién
con las 9.5 de la oxitetraciclina (Huber, 1977). Su baja nefrotoxicidad hace que sea
recomendable su empleo en perros con insuficiencia renal (Van Heerden e Immelman,
1979). Aquellos individuos que son tratados con doxiciclina presentan una menor
incidencia de recaida o reinfeccién que los tratados con oxitetraciclina (Codner, 1986,

referido por Troy y Forrester, 1990).

La doxiciclina se suele emplear a dosis de 5-10 mg/kg cada 12-24 horas, durante
7-10 dias, por via oral (Van Heerden e Immelman, 1979; Van Heerden, 1982; Greene
y Harvey, 1984), si bien otros autores recomiendan una mayor duracién del tratamiento
(Davoust et al, 1991a; Igbal y Rikihisa, 1994a; Davoust, 1994). Si se presentan

vémitos, se puede utilizar la via endovenosa (Van Heerden e Immelman, 1979).

Recientemente, se han llevado a cabo estudios acerca de la sensibilidad in virro
de E.canis frente a diferentes antibidticos, resultando ser la doxiciclina el mas eficaz
de todos (Brouqui y Raoult, 1993). Esta actia estimulando la fusién entre fagosoma y
lisosoma que, en ausencia de tratamiento, es capaz de inhibir E.canis (Brouqui y
Raoult, 1993). También ejerce una actividad bacteriostdtica implantindose en los
ribosomas de la bacteria ¢ inhibiendo, de ese modo, la sintesis de proteina bacteriana
(Brouqui y Raoult, 1993).

La minociclina es otra tetraciclina semisintética y liposoluble, similar a la
doxiciclina, que también se ha utilizado en el tratamiento de la ehrlichiosis canina (Troy
y Forrester, 1990).

El dipropionato de imidocarb (dipropionato de 3,3:-bis-(2-imidazolin-2-ii)-

carbanilida) es una diamidina que ha mostrado gran actividad tanto curativa como

64



REVISION BIBLIOGRAFICA

profildctica en babesiosis canina (Euzéby et al, 1980; Kuttler, 1980; Coll et al, 1982).
Este firmaco también se ha utilizado con éxito en la terapéutica de la ehrlichiosis (Price
y Dolan, 1980; Ogunkoya et al, 1981; Adeyanju y Aliu, 1982). Las dosis empleadas
varian de 5 a 7 mg/kg, utilizando la vifa intramuscular o subcutdnea, en una sola
inyeccidn (Ogunkoya et al, 1981; Van Heerden y Van Heerden, 1981; Adeyanju y Aliu,
1982) o en 2 separadas por un intervalo de 15 dfas (Price y Dolan, 1980). Este tltimo
protocolo con 2 dosis se recomienda especialmente en infecciones concurrentes con
babesiosis (Price y Dolan, 1980; Pennisi, 1989). Recientemente se ha descrito un nuevo
protocolo similar al anterior, pero con una separacién entre las 2 inyecciones de 12
semanas (Matthewman et al, 1994b),

Debido al cardcter 4cido de la solucién empleada, pueden aparecer dolor y
nédulos, producto de la reaccién local, en la zona de inyeccién (Villemin et al, 1984).
Su incidencia no se modifica con 1a dilucién del producto en suero fisiolégico o en agua
destilada. La frecuencia de presentacion y el grado de estas reacciones es independiente
de la via utilizada (intramuscular o subcutdnea) (Villemin et al, 1984).

El imidocarb a dosis terapéuticas provoca, a veces, efectos secundarios
transitorios y dependientes de la dosis; aproximadamente a los 10-20 minutos de su
administracién, puede aparecer un cuadro de sialorrea, secrecidén oculonasal de tipo
seroso, diarrea, disnea, taquicardia y temblores (Adams et al, 1980; Price y Dolan,
1980; Woody y Hoskins, 1991). Estos signos pueden ser el resuitado de un efecto
anticolinesterasa provocado por €l firmaco (Ogunkoya et al, 1981; Adeyanju y Aliu,
1982). Por ello, este cuadro puede ser controlado con la administracién de sulfato de
atropina a dosis de 0.05 mg/kg (Price y Dolan, 1980).

Su mecanismo de accién no es bien conocido en el tratamiento de la ehrlichiosis
canina; en el caso de la babesiosis, las diamidinas, en general, achian combindndose

con los 4dcidos nucleicos y produciendo 1a desnaturalizacién de la doble hélice de estos
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microorganismos (Newton, 1967).

Los resultados obtenidos in vivo con este tratamiento son variables ya que,
mientras algunos autores constatan su efecto terapéutico (Ogunkoya et al, 1981) e
incluso lo consideran mds eficaz que la tetraciclina (Price y Dolan, 1980), otros han
obtenido respuestas decepcionantes (Van Heerden y Van Heerden, 1981). También se
ha recomendado su empleo en perros en fase crénica resistente a otros tratamientos
(Price y Dolan, 1980; Longhofer, 1988). En contraste, estudios realizados in vitro
muestran que E.canis es resistente al dipropionato de imidocarb (Brouqui y Raoult,
1993).

El amicarbalide (3,3’-diamidinocarbanilida diisetionato) es un derivado de las
diamidinas empleado en babesiosis. También se ha utilizado en la ehrlichiosis a dosis
de 5-6 mg/kg, por via intramuscular, con 2 unicas inyecciones separadas entre si por
un periodo de 15 dias, si bien los estudios realizados al respecto son escasos (Troy y
Forrester, 1990).

A pesar de que en diferentes trabajos, tanto in vitro como in vivo, el
cloranfenicol no se ha mostrado util en el tratamiento de la ehrlichiosis (Buckner y
Ewing, 1967; Brouqui y Raoult, 1993), se ha utilizado fundamentaimente en cachorros
menores de 5 meses, en los que se pretende evitar la coloracién dental que se produciria
al emplear tetraciclinas a esta edad (Troy y Forrester, 1990; Woody y Hoskins, 1991);
también puede administrarse a hembras gestantes o lactantes (Woody y Hoskins, 1991).
Los protocolos utilizados varfan desde los 15 a los 50 mg/kg cada 8 horas durante 14
dias, generalmente por via oral, aunque también pueden emplearse las vias intravenosa
y subcutdnea (Troy y Forrester, 1990; Woody y Hoskins, 1991).

Segiin otros autores, el cloranfenicol podria ser mds efectivo que las tetraciclinas

en la eliminacién de 1a infeccién, por lo que deberia emplearse en casos resistentes a
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las tetraciclinas (Troy y Forrester, 1990). Sin embargo, debido a su toxicidad sobre la
médula 6sea, no es un fdrmaco de primera eleccién en perros anémicos y/o
trombocitopénicos (Troy y Forrester, 1990).

Las quinolononas, y mds concretamente la enrofloxacina y Ia ciprofloxacina, a
dosis terapéuticas pueden presentar una actividad antirrickettsial (Troy y Forrester,
1990; Brouqui y Raoult, 1992; Couto, 1994), si bien son necesarias nuevas
investigaciones al respecto, ya que algunos autores consideran que su eficacia en este
proceso no es muy elevada (Greene, 1995).

Por 1iltimo, sefialar que también se ha recomendado el empleo de la vincristina
a dosis de 0.01 mg/kg cada 7 dfas, via intravenosa (Hibler et al, 1986).

IRATAMIENTO DE APOYQ

Junto a la terapia especifica, en ocasiones es necesaria la instauracién de un
tratamiento de apoyo, fundamentaimente en perros con infeccién crénica (Hibler et al,
1986). En casos con lesién renal o hepdtica secundaria a la ehrlichiosis, este tratamiento
de apoyo, en ocasiones, debe perpetuarse de por vida (Woody y Hoskins, 1991).

El empleo de glucocorticoides a dosis inmunosupresoras (prednisolona o
dexametasona) durante 2-7 dias puede ser una medida a adoptar en casos con marcada
trombocitopenia, en los que la vida del perro esté comprometida (Walker et al, 1970,
Hibler et al, 1986). Esta medida podria justificarse por la naturaleza inmunomediada
de la trombocitopenia y de la alteracién en la funcionalidad plaquetaria (Hibler et al,
1986; Troy y Forrester, 1990).

Debido a la dificultad con la que, a veces, nos encontramos para diferenciar la

ehrlichiosis de la trombocitopenia inmunomediada, en ocasiones, es necesario instaurar
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iniciailmente un tratamiento combinado de glucocorticoides y tetraciclinas, a la espera
de los resultados serolégicos (Troy y Forrester, 1990). Sin embargo, en lineas
generales, los glucocorticoides no deben emplearse a dosis elevadas o durante largos
periodos de tiempo, ya que su efecto inmunosupresor puede interferir en la eliminacidn
del microorganismo (Greene y Harvey, 1984; Woody y Hoskins, 1991).

A veces pueden aparecer infecciones secundarias resistentes a las tetraciclinas,
en cuyo caso debe instaurarse una terapia antibidtica combinada. Para la eleccién de
este tratamiento debe tenerse en cuenta, por un lado, la compatibilidad entre ambos
antibiéticos y, por otro, la sensibilidad del agente causal de la infeccidn secundaria
(Woody y Hoskins, 1991).

En animales deshidratados, deberd procederse a la instauracién de una correcta
fluidoterapia (Greene y Harvey, 1984; Woody y Hoskins, 1991). En perros con anemia
grave o que han presentado hemorragias que comprometan su vida, s¢ recomienda la
realizacién de tantas transfusiones como sean necesarias, hasta que la médula 6sea
comience a responder (Pyle, 1980; Greene y Harvey, 1984; Woody y Hoskins, 1991).
Para ello puede utilizarse sangre completa o plasma rico en plaquetas. A veces, para
controlar epistaxis severas se recomienda el empleo de adrenalina intranasal (Greene y
Harvey, 1984).

La estimulacién de la médula ésea con esteroides andrégenos puede ser iitil en
animales con pancitopenia y con hipoplasia o aplasia medular. Para ello se ha utilizado
oximetolona por via oral a dosis de 1 mg/kg cada 8 horas, o bien, decanoato de
nandrolona por via intramuscular a dosis de 1-1.5 mg/kg en inyecciones semanales
(Greene y Harvey, 1984; Woody y Hoskins, 1991).

En esta terapia de apoyo, también algunos autores han empleado levamisol

debido a sus propiedades inmunoestimulantes (Van Heerden, 1982).
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2.6.8. EVOLUCION POST-TRATAMIENTO Y PRONOSTICO

Aunque normalmente la evolucién de los casos de ehrlichiosis canina, tras la
instauracion de un tratamiento especifico, suele ser favorable, cuando existe aplasia
medular y pancitopenia los enfermos suelen responder mids lentamente; estas
alteraciones pueden ser irreversibles, perpetudndose el riesgo de presentacién de
hemorragias graves o la aparicién de septicemias secundarias a neutropenias (Bubhles et
al, 1974; Greene y Harvey, 1984).

Habitualmente en perros con infeccién aguda o crénica leve, con sintomatologia
inespecifica y recuentos leucocitarios normales, la respuesta al tratamiento suele ser
evidente en 24-48 horas (Troy y Forrester, 1990). En el resto de las formas crénicas,
pueden pasar hasta 6 semanas antes de que aparezca una evidente respuesta favorable
al tratamiento (Woody y Hoskins, 1991). Esta respuesta también puede verse
comprometida en casos con insuficiencia renal o hepatica (Woody y Hoskins, 1991).

En la mayoria de los casos, la mejoria clinica suele preceder a la normalizacién
de los valores hematolégicos (Troy y Forrester, 1990).A pesar de que los perros con
celularidad medular normal suelen responder en 2-4 dfas al tratamiento, el estado de la
médula Gsea no es un pardmetro totalmente fiable para predecir el tiempo que tardardn
en desaparecer las alteraciones hematolégicas en un perro con ehrlichiosis (Woody y
Hoskins, 1991). No obstante, en perros con hipoplasia medular este periodo de tiempo
suele ser de varios meses (Hibler et al, 1986).

2.6.9. PROFILAXIS

La profilaxis de la ehrlichiosis canina debe estar basada en ¢l control de
garrapatas, tanto en el animal como en el medio (Keefe et al, 1982; Garris, 1991).
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Debido a su gran especificidad de hospedador, R.sanguineus se ha adaptado
perfectamente al medio que rodea al perro, por lo que es frecuente encontrarla en
perreras y en los lugares en los que duerme durante todo el afio (Greene et al, 1985;
Lewis et al, 1977). Las garrapatas son capaces de ascender por las paredes y pueden
introducirse en pequefias grietas; por ello un buen método de control en estas zonas
puede ser, simplemente, intentar tapar todas las grietas aunque estén a una altura
considerable (Garris, 1991). La inspeccién frecuente de los perros para la deteccién de
garrapatas también es una sencilla técnica que puede reducir la presencia de futuras
infestaciones (Cupp, 1991; Garris, 1991).

Por otro lado, el control de garrapatas en el perro puede llevarse a cabo
mediante métodos de lucha biolégica, hormonal y, fundamentalmente, quimica
utilizando collares impregnados con insecticidas, o bien con soluciones externas, tanto

en forma de bafios como de pulverizacién (Cupp, 1991).

En el control de R.sanguineus, se requiere un tratamiento inmediato de los
animales infestados que debe unirse al empleo de un insecticida residual que actie
frente a las larvas que eclosionardn de los huevos (Cupp, 1991).

Aunque estdn apareciendo resistencias a algunos productos (Luguru et al, 1984),
existe un gran nimero de sustancias itiles para el tratamiento de las infestaciones por
garrapatas (Garris, 1991). Entre ellos, para el perro destacan, bajo diferentes formas
comerciales, los derivados organofosforados, piretroides (cipermetrin y deltametrin) y
algunos carbamatos como carbaril y propoxur (Cupp, 1991, Rodriguez, 1993; Estrada,
1694). El empleo de ivermectina ha mostrado una gran efectividad en las infestaciones
por ectopardsitos, si bien la respuesta frente a algunas especies de ixddidos es trregular
(Cupp, 1991).

La introduccién de nuevos perros en colectividades caninas debe realizarse con
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un periodo de aislamiento previo. Los animales con titulos positivos a la técnica de
inmunofluorescencia indirecta deben tratarse, no introduciendo estos perros en el grupo
hasta que los resultados se hagan negativos (Pyle, 1980). En este sentido, una pauta
idénea para un buen programa de control serfa la realizacién de andlisis seroldgicos
periddicos cada 6-9 meses (Woody y Hoskins, 1991).

En relacién con los perros donantes, éstos deben ser seronegativos en dos
muestras separadas por | mes entre s{. La analitica se repetird anualmente (Woody y
Hoskins, 1991).

En aquellos casos en los que sea dificil la erradicacién de las garrapatas y/o no
sea econémicamente posible realizar el control serolégico de todos los animales de un
colectivo, éstos pueden someterse a tratamientos especificos preventivos de larga
duracién, de modo que las garrapatas completarfan un ciclo de su desarrollo sin poder
ejercer su capacidad infectante (Gilbert et al, 1992). Para ello se han empleado, en los
periodos de mayor densidad de garrapatas, tetraciclina (3-15 mg/kg) o doxiciclina (1-3
mg/kg) cada 24 horas por via oral, o bien oxitetraciclina a una dosis total de 200 mg
por via intramuscular cada 3-4 dias (Amyx et al, 1971; Davidson et al, 1978;
Breitschwerdt, 1995).

Como consecuencia del movimiento de la poblacién canina y de 1a existencia de
perros portadores asintomdticos, siempre se corre el riesgo de que aparezcan nuevos

focos enzodticos en zonas no afectadas previamente (Magnarelli et al, 1990).

Hasta el momento no existe ninguna vacuna frente a la ehrlichiosis canina
(Breitschwerdt, 1995), aunque recientemente se han fabricado dos frente a otra especie
del género Ehrlichia, en concreto E.risticii (Palmer, 1989); también se ha puesto a
punto otra vacuna frente a una especie muy relacionada con dicho género,

C.ruminantum, empleando microorganismos inactivados (Martinez et al, 1994). Sin
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embargo, los intentos realizados empieando E. canis inactivados no han tenido ningun

valor profildctico en la prevencién de ehrlichiosis canina (Ristic et al, 1991).

2.7. EHRLICHIOSIS EN ESPANA

Aunque la existencia de ehrlichiosis canina en Espafia se conoce desde hace
afios, la primera descripcidn bibliografica data de 1988 en Catatufia (Font et al, 1988);
en concreto se trataba de 10 casos clinicos en forma aguda. Desde entonces tinicamente
existen referencias de su existencia en Levante (Rodriguez, 1990), en la zona central
(Anda et al, 1990) y en Galicia (Lopez, 1994).

Se ha descrito concurrencia de ehrlichiosis con otros procesos como
leishmaniosis (Tesouro et al, 1993), hepatozoonosis (Cairé et al, 1994), filariosis
(Rodriguez, 1990) y babesiosis canina {Tesouro et ai, 1993; Lépez, 1994; Niifiez-
Torrén, 1996).

R.sanguineus, vector de la ehrlichiosis canina, presenta una amplia distribucién
en la mayoria de las provincias espafiolas, incluidas las de la zona centro de Espafia
(Cordero del Campillo, 1980; Herrero et al, 1992). En concreto, en un reciente estudio
epizootiolégico en perros abandonados en la provincia de Madrid, la inica especie de
garrapata identificada fue R.sanguineus, siendo su prevalencia del 61.5% (Olmeda et
al, 1993).

Otra especie de FEhrlichia que ha sido identificada en nuestro pais es
E.phagocytophila, concretamente en vacas en el Pafs Vasco (Juste et al, 1989).

En cuanto a la ehrlichiosis humana, son pocos los estudios realizados al respecto

en Espaiia. El primero de ellos se llevé a cabo con muestras de pacientes con fiebre
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botonosa mediterrdnea, analizando 41 pares de sueros con la técnica de
inmunofluorescencia indirecta frente a E.canis. Un paciente mostré una seroconversion
con elevacién de cuatro veces en el titulo de anticuerpos y, otro, presentd un titulo bajo
estacionario. Los autores plantean que este hallazgo podria ser debido a una infeccién
por E.canis o por otro microorganismo relacionado con ella, como E.chaffeensis, o
simplemente podria estar justificado por la existencia de una infeccién mixta o una
reaccion cruzada (Guerrero et al, 1991; Guerrero, 1993).

Tras el aislamiento de E.chaffeensis se lievé a cabo un estudio de anticuerpos
frente a esta especie en 100 sueros en la provincia de Soria encontrando, entre ellos,
uno positivo v otro dudoso (Saz et al, 1994). Las manifestaciones clinicas observadas
por los autores recordaban mds a la infeccién por E.sennetsu, si bien la sintomatologia

de la ehrlichiosis humana puede presentar una gran variabilidad clinica.

Recientemente, tras la descripcién de casos de ehrlichiosis granulocitica en
Estados Unidos (Chen et al, 1994), se ha sugerido la posible implicacién de
E.phagocytophila en 1a etiologia de ia ehrlichiosis humana en Espafia (Oteo et al, 1995).

Ante esta situacion, la realizacién de nuevos estudios epidemiolégicos nos
ayudard a conocer la existencia de infeccién por diferentes especies de Ehrlichia en
Espafia (Segura, 1994).
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3.1. PLAN DE TRABAJO

Ante la situacién planteada en la introduccién de este estudio, nos propusimos
el siguiente plan de trabajo, para alcanzar los objetivos propuestos:

- En primer lugar nos encontramos con la necesidad de realizar la adaptacién de
técnicas que facilitaran el diagndstico de la ehrlichiosis. Por elio, el procedimiento
inicial fue la puesta a punto de la técnica de inmunofluorescencia indirecta para la
deteccidn de anticuerpos frente a E.canis. Este estudio fue llevado a cabo en nuestro
Departamento, contrastando los resultados con ofro Laboratorio de Referencia,
concretamente con el Centro de Estudos de Vectores de Aguas de Moura (Portugal}.

- Ademds, decidimos realizar un estudio clinico y biopatoldgico de un mimero
elevado de perros diagnosticados de ehrlichiosis canina, para facilitar el diagndstico de
presuncién basado en el cuadro sintomdtico.

- Debido a la gran variabilidad en la respuesta a los diferentes tratamientos,
encontrada al consultar la bibliografia al respecto, nos propusimos valorar la eficacia
terapéutica de distintos protocolos en perros con ehrlichiosis canina. Concretamente
planeamos el estudio de tres tratamientos: doxiciclina, dipropionato de imidocarb y un
protocolo mixto (doxiciclina y dipropionato de imidocarb).

- Por iltimo, con el fin de conocer la situacién real de la ehrlichiosis canina en

la Comunidad Auténoma de Madrid, disefiamos un estudio epizootioldgico en esta zona
que incluyera dos aspectos:
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a) un estudio descriptivo sobre diferentes aspectos epizootioldgicos de

este proceso.

b) un estudio analitico para estimar la seroprevalencia frente a E.canis
y la implicacién de diferentes factores de riesgo como la raza, edad,
sexo, presencia de garrapatas, aptitud, hdbitat y convivencia con otros
perros.

. 3.2. DIAGNOSTICO INMUNOLOGICO: INMUNOFLUORESCENCIA
INDIRECTA

El fundamento de esta técnica estd basado en el empleo de sustancias
fluorescentes (como la fluoresceina o la rodamina) las cuales se pueden unir a
anticuerpos sin variar su especificidad. En el desarrollo de dicha técnica, inicialmente,
enfrentamos el suero problema con el antigeno. En el caso de que en el suero problema
se encuentren anticuerpos especificos, éstos se visualizardn tras afadir un suero
antiinmunoglobulina especifica conjugado con un fluorocromo (Coligan et al, 1992).

Antd lizad

E! antfgeno empleado fue cedido por Laboratorios Rhéne Mérieux S.A. y
consistia en células de la linea DH-82 infectada por E.canis (Dawson et al, 1991). El
porcentaje de células infectadas en el cultivo era de, aproximadamente, el 60% del
total.

Una vez recibido el antigeno, se procedia a su purificacion para evitar reacciones
con antigenos solubles, mediante centrifugacién (a 500 g durante 5 minutos) y lavados

sucesivos en PBS hasta la obtencién de un sobrenadante limpio.
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La concentracién celular final era de 32.10° células/mi en buffer-fosfato (PBS)
mds 0.5% de seroalbdmina bovina (BSA) a un pH de 7.2. Esta concentracién permite
la observacién de aproximadamente 10 c€lulas por campo.

ILa suspensién celular era colocada en portas especiales esmerilados de
inmunofluorescencia de 18 pocillos de 4mm (Cultek); en cada pocillo se depositaban
5 microlitros y se dejaban secar al aire. Las preparaciones, una vez secadas, eran
almacenadas congeladas a -20°C.

En el momento de su uso, los portas se descongelaban y se dejaban secar en

estufa a 37°C durante 15 minutos; a continuacidn, se fijaban con acetona.

Técnica de i q ncia indi

La técnica comprende los dos cldsicos tiempos de reaccién: un primer tiempo
en el que se ponen en contacto el antigeno con los sueros problema y un segundo
tiempo en el cual se afiade la anti-inmunoglobulina canina conjugada con el marcador
fluorescente (Coligan et al, 1992).

- Primer tiempo de reaccién:

En las microplacas los sueros problema se diluyen en tampén fosfato (PBS) a
pH de 7.2. Las dilucciones empleadas son de 1:10, 1:20, 1:40, 1:80, 1:160 y 1:320.
En aquellos casos que resultan positivos con un titulo superior a 1:320 se continiia
realizando diluciones hasta alcanzar el titulo final.

En cada pocillo de los portas depositamos una gota de 25 microlitros de las
siguientes diluciones: 1:40, 1:80, 1:160 y 1:320 de cada suero; dado que tienen 18
pocillos se analizan, por tanto, 4 muestras diferentes en cada porta. Los 2 circulos
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restantes son rellenados por dos sueros controles, uno positivo y otro negativo. Tanto
los sueros problemas como los controles se mantienen en congelacién a -20°C hasta el

momento de su andlisis.

El control positivo pertenece a un perro con un cuadro clinico compatible con
ehrlichiosis y con presencia de cuerpos de inclusién de E.canis en el interior de
linfocitos y de monocitos. El control negativo procede de un perro clinicamente sano.
Ambos sueros fueron testados, en repetidas ocasiones, en el Centro de Estudos de
Vectores de Aguas de Moura (Portugal) por la técnica de inmunofluorescencia indirecta
frente a E.canis, con antigeno obtenido a partir de la linea celular DH8?2 infectada. Este
antigeno fue cedido al Centro portugués por la Dra.J.E.Dawson y procedia del Centers
for Diseases Control and Prevention de Atlanta. El titulo obtenido para el control
positivo fue de 1:10240, siendo precisamente ésta la dilucién de trabajo.

A continuacién, los portaobjetos se introducen en cdmara himeda en estufa a
37°C durante 30 minutos. Tras esta fase de incubacidn, los portas son sometidos a tres
lavados de § minutos en PBS en agitacién, cambiando la solucién de PBS entre cada
lavado. Posteriormente, los portas son secados con aire frio.

- Segundo tiempo de reaccion:

Tras su secado, se afiade a cada pocillo 25 microlitros de conjugado; este
conjugado estd constituido por una anti-IgG de perro obtenida en conejo y marcada con
isotiocianato de fluoresceina (Jackson Immunoresearch Laboratories, Inc.) a una
dilucién de 1:100 en PBS a pH=7,2. A continuacién y al igual que en el primer tiempo
de reaccién, se introducen los portas en cdmara himeda en estufa a 37°C durante 30

minutos.

Tras tres lavados en PBS y su correspondiente secado, las preparaciones son
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montadas para su lectura, colocando 3 gotas de glicerina tamponada especial para

inmunofluorescencia (Fluoprep ®, Biomérieux) y, sobre ellas, un cubreobjetos.
- Lectura:

La lectura se realiza con un microscopio de epifluorescencia (Olympus BH-2%),

con filtro azul, empleando el objetivo de x40 aumentos.

Se comienza observando los pocillos controles para comprobar su positividad o
negatividad; a continuacién se leen los sueros problemas. El titulo de anticuerpos es la
maxima dilucién del suero a la cual se detecta una evidente fluorescencia.

3.3. ESTUDIO CLINICO DE LA EHRLICHIOSIS CANINA

En este apartado tratamos de realizar un estudio completo acerca del cuadro
¢clinico con el que se presenta la ehrlichiosis canina en nuestra drea de influencia,

Los perros incluidos en este estudio debian cumplir alguno de estos requisitos:

- presentar, en la técnica de inmunofluorescencia indirecta frente a E.canis, un
titulo de anticuerpos mayor de 1:20. Este titulo debfa estar acompafiado de un cuadro
clinico o bien de alteraciones biopatoldgicas compatibles con la enfermedad.

- tener, inicialmente, un titulo menor o igual a 1:20 con un aumento de, al
menos, 2 ttulos en una segunda muestra tomada 15-21 dfas después de la primera.
Estos casos se correspondfan con perros en fase aguda de la enfermedad por lo que en
todos los casos se intentd confirmar el diagndstico con 1a observacién microscépica de
cuerpos intracitoplasmaticos de E.carnis en frotis de sangre de dos tipos de muestras diferentes:
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* muestras de sangre capilar obtenida tras la realizacién de una pequeiia

incisién, con una hoja de bisturi, en la cara interna del pabelién auricular.

* sangre obtenida de la vena cefdlica y sometida a una técnica de
leucoconcentracién de la forma que a continuacion se detalla: la sangre es
introducida en capilares de microhematocrito, los cuales son centrifugados a
10000 rpm durante 5 minutos en una centrifuga de microhematocrito
(Centrifugas Orto). A continuacién, se corta el capilar por la zona de la capa de
glébulos blancos, realizdndose en porta una extensién de dicha capa.

El nimero total de animales incluidos en este estudio es de 171, los cuales
procedian de las consultas del Departamento de Patologia Animal I y II de la Facultad
de Veterinaria de Madrid o de clinicas veterinarias privadas enmarcadas en esta
Comunidad Auténoma. Estos animales acudieron a estas consultas entre noviembre de
1992 y junio de 1995.De ellos 115 eran machos y 56 hembras.

Estos perros fueron sometidos a una anamnesis detallada y a un examen clinico.
En todos los casos se intentaba realizar un diagndstico diferencial del modo mds
completo posible. Como hemos comentado en la revisién bibliogréfica, este proceso
puede presentarse con cierta frecuencia asociado a otras enfermedades cuyos sintomas
aparecen de un modo concurrente, dificultando el diagndstico desde un punto de vista
clinico, Para evitar esto, todos los casos incluidos en este estudio eran considerados
negativos, por IFI, a leishmaniosis (Tesouro, 1984). Ademads, eran descartados aquellos
perros en cuyas extensiones sanguineas se observaban Babesia spp, Hepatozoon canis

o Haemobartonella canis.

Con el fin de que los datos recogidos en la anamnesis y en la exploracién fueran

homogéneos, se confecciond una ficha que fue rellenada por el clinico que hacia el
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realizada por Woody y Hoskins en relacién con el cuadro clinico de esta enfermedad
(Woody y Hoskins, 1991). Esta ficha aparece detallada a continuacidn:

N° Registro Fecha

Procedencia

Propietario
Domicilio
Teléfono

Raza
Sexo
Tipo de pelo Color

NOMBRE

DESCRIPCION DE LA ENFERMEDAD

Primeros Sintomas:

(Desde cuindo?:

SINTOMAS GENERALES

Fiebre SI NO
Adelgazamiento SI NO
Adinamia SI NO
Anorexia SI NO
Apatia SI NO
Hemorragias SI NO
Hepatomegalia SI NO
Esplenomegalia SI NO
Mucosas:

Ganglios:

APARATO LOCOMOTOR
Cojeras ST NO
Hemartrosis SI NO
Artritis SI NO

Reducciéon masa muscular SI NO
Otros:
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OFTALMOLOGIA

Descarga ocular purulenta SI NO
Hemorragia conjuntival SI NO
Uveitis anterior SI NO
Hipema SI NO
Otros:

NEUROLOGIA

Convulsiones SI NO
Ataxia SI NO
Otros:

APARATO CARDIOVASCULAR
*Frecuencia:

*Auscultacion:

*ECG:

APARATO RESPIRATORIO
*Frecuencia:

Descarga nasal SI NO
Fatiga SI NO
Tos SI NO
Otros:

34

APARATO DIGESTIVO
Vémitos SI NO
Diarrea SI NO
Melena SI NO
Otros:

APARATO URINARIO
Hematuria macroscépica SI NO

Polidipsia SI NO
Poliuria SI NO
Otros:

PIEL

Dermatitis SI NO
Ulceras SI NO
Petequias SI NO
Alopecias SI NO
Otros:

APARATO REPRODUCTOR

* MACHOS:
Edema de escroto SI NO
* HEMBRAS:
Hemorragia post-parto SI NO
Aborto SI NO
Infertilidad SI NO
Otros:
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Una vez rellenadas todas las fichas de los perros incluidos en &l estudio clinico,
los datos recogidos fueron analizados y procesados mediante el programa informético
SIGMA (Horus Hardware, 1987).

3.4. ENSAYO TERAPEUTICO DE LA EHRLICHIOSIS CANINA.
ESTUDIO BIOPATOLOGICO

En este apartado nos propusimos estudiar comparativamente la eficacia
terapéutica, en el curso de la ehrlichiosis canina, de tres protocolos de tratamiento
diferentes: doxiciclina, dipropionato de imidocarb y un tercer tratamiento mixto
empleando ambos firmacos al mismo tiempo.

Los criterios de inclusién de {os animales en este estudio eran idénticos a los
seguidos en el estudio clinico, valorando perros tanto de nuestras consultas como de

clinicas privadas.

Con los perros con ehrlichiosis procedentes de las consuitas de la Facultad de
Veterinaria de Madrid se establecieron 3 grupos de cohortes de forma alternativa, es
decir, los sujetos de cada grupo se iban incluyendo secuencialmente en dichos grupos
a medida que eran seleccionados. En relacién con los casos aportados por veterinarios
privados, se respetaba, de entre las 3 pautas empleadas, aquella que era preferida por
el clinico, empleando la misma en todos sus casos. En total se han incluido en el

estudio 93 perros.

Los 3 grupos de cohortes establecidos fueron:
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GRUPO 1-P: perros tratados con doxiciclina, por via oral, a dosis de 10 mg/kg
cada 24 horas durante 28 dias. En total este grupo estaba formado por 32 casos.

GRUPO 2-P: perros tratados con dipropionato de imidocarb, por via subcutdnea,
a dosis de 5 mg/kg con un protocolo de 2 inyecciones con una separacion en el tiempo
de 14 dias. En dicho grupo se incluyeron 31 casos.

GRUPO 3-P: perros tratados con un protocolo mixto a base de doxiciclina y
dipropionato de imidocarb, a las dosis referidas, comenzando el mismo dia con los dos

firmacos. Este grupo estaba constituido por 30 casos.

Junto a estos grupos de cohortes se incluyeron tres grupos control, formados por
perros sanos no infectados. Estos animales presentaron al menos 2 titulos seriados
negativos frente a E.canis por la técnica de IFI descrita anteriormente. En este sentido,

los grupos formados fueron:

GRUPO 1-C: perros no infectados que convivian con algiin perro perteneciente
al grupo 1-P (n=3).

GRUPO 2-C: perros no infectados que convivian con algin perro englobado en
el grupo 2-P (n=3).

GRUPO 3-C: perros no infectados que convivian con algtin perro del grupo 3-P
(n=2).

El hecho de que estos perros residieran con algin animal de los grupos
problemas implica que ambos estaban sometidos a las mismas condiciones de manejo
y alimentacién fundamentalmente.

Para evitar en lo posible las reinfecciones, los animales eran integrados en un
programa profildctico, en el momento del diagndstico, con el fin de dificultar nuevas

infestaciones por garrapatas. Dicho programa se basaba en el empleo de collares de
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amitraz y de barfios de cipermetrina, fundamentalmente, durante las épocas de méxima
actividad de los ixédidos.

Con ¢l fin de evaluar la eficacia de los 3 protocolos estudiados, los animales
eran controlados periddicamente. En todos los casos, estos perros fueron sometidos a
estudio el dfa del inicio del tratamiento (dfa 0) y tras su finalizacién.

Ademds, realizamos una serie de controles programados, cuyo nimero y
periodicidad estuvieron sujetos a pequefias variaciones en funcién de la disponibilidad
de los propietarios. Dichos controles han sido clasificados para su andlisis en los
siguientes grupos:

- dia 0.

- final de tratamiento.

- 2° trimestre (3-6 meses).

- 4° trimestre (9-12 meses).

- 8¢ trimestre (21-24 meses).

En cada uno de los dfas indicados e independientemente del grupo en el que
estuviera englobado el perro, se recogian muestras de sangre (en EDTA, en heparina
y sin anticoagulante) y de orina con el fin de realizar un control biopatolégico e
inmunoldégico que incluia los pardmetros que a continuacién se detallan.

* Hematologia:
- recuento de hematies
- hematocrito
- hemoglobina
- volumen corpuscular medio (VCM)
- hemoglobina corpuscular media (HCM)
- concentracion media de hemoglobina corpuscular (CMHC)
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- recuento de leucocitos
- férmula leucocitaria diferencial, tras tincién con May Grunwald-Giemsa
- recuento plaquetario

Todos estos pardmetros, excepto la férmula leucocitaria, fueron analizados
empleando el contador hematolégico Microcell counter F-800 ® (Sysmex). En aquellos
casos en los que el recuento plaquetario no era fiable, se procedi6 al recuento manual,

empleando el sistema Unopette® para determinacién de plaquetas (Becton-Dickinson).

* Bioquimica sanguinea:
- proteinas totales: para ello se utilizé un refractrémetro (Atago Co.,Ltd).
- globulinas, globulinas totales y cociente albumina/globulina. La técnica
empleada fue la separacién electroforética de las proteinas utilizando la
metodologia y los materiales recomendados por Atom® (concretamente,
Atom 502).
- ALT (GPT)
- bilirrubina total
- urea
- creatinina

- glucosa

Estos 5 dltimos valores fueron hallados con el analizador de quimica seca
Reflotrén® (Boehringer Mannheim), trabajando a 25°C.

* Presencia de cuerpos iniciales o de mérulas de E.canis en sangre en EDTA

sometida al procedimiento de leucoconcentracién ya resefiado anteriormente.

* Uriandlisis. Se realiz6 la determinacién en orina de sangre, nitritos,
urobilinégeno, bilirrubina, cuerpos cetdénicos, glucosa, proteinas y pH, empleando las
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tiras reactivas Combur-Test 3% (Boehringer Mannheim). La densidad fue calculada
mediante refractometria. En cada caso, se procedié a estudiar el sedimento urinario,
para lo cual se utilizé la tincién de Kova (Hycor Biomedical Inc).

* Titulo de anticuerpos anti-E.canis valorado por la técnica de IFI ya descrita.

Junto a esto y con el fin de conocer la respuesta clinica a cada uno de los
protocolos de tratamiento estudiados, se determind, en cada caso, el periodo de tiempo
transcurrido hasta la observacién de una evidente mejorfa clinica. Adem4s, los perros
con respuesta desfavorable al tratamiento fueron cambiados de protocolo del siguiente
modo:

- los perros del protocolo 1-P (doxiciclina) fueron cambiados al 2-P (imidocarb)
- los perros del protocolo 2-P (imidocarb) fueron cambiados al 1-P (doxiciclina)
- los perros del protocolo 3-P (mixto) fueron sometidos a un nuevo protocolo de
tratamiento 3-P.

Por otro lado, aprovechando las analiticas para el control terapéutico, hemos
realizado un estudio biopatoldgico de 1a ehrlichiosis canira, recogiendo todos los datos

biopatolégicos e inmunolégicos de los 93 perros incluidos en los grupos problema, antes
de la instauracién de tratamiento alguno.

A nAlisis de Ios g

Los resultados obtenidos fueron analizados y sometidos a estudio estadistico
mediante analisis de varianza empleando el programa SIGMA (Horus Hardware, 1987).
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3.5. ESTUDIO EP1IZOOTIOLOGICO DE LA EHRLICHIOSIS CANINA

El estudio epizootiolégico ha comprendido 2 aspectos diferentes:

a) en primer lugar hemos realizado un estudio descriptivo con 2 poblaciones

diferentes:

a.1) estudio descriptivo a partir de todos los sueros recibidos en el
Servicio de Diagnéstico de ehrtichiosis de nuestro Departamento desde enero de 1993
hasta diciembre de 1995. El nimero total de sueros recibidos fue de 2523. Con esta
poblacién hemos estudiado la seroprevalencia encontrada a lo largo de estos 3 afios,
incluyendo la distribucién trimestral de la misma, considerando como umbral de
positividad el titulo de 1/40 por LF.I

a.2) andlisis de diferentes caracterfsticas implicadas en la epizootiologia
de la ehrlichiosis en perros diagnosticados de este proceso empleando la misma
poblacién que se ha utilizado para ei estudio clinico (171 casos). Para ello se
confeccioné una ficha, a rellenar en todos estos casos, en la que se incluia la siguiente

informacioén;

| EPIZOOTIOLOGIA
Nombre: Raza:
Edad: Sexo:
Presencia de garrapatas: Convive con otros perros:

Convive con perros con sintomas parecidos:
Convive con perros con ehrlichiosis:

Tipo de vivienda: piso chalet finca criadero jaurfa
Zona habitual de residencia:

Ambiente: urbano  rural periurbano

Cambios de residencia: a0 ocasionales  periddicos

Aptitud del animal: compaiiia guarda caza pastor
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b) Estudio analitico para conocer la tasa de seroprevalencia de ehrlichiosis
canina, en 1994, en la Comunidad Auténoma de Madrid y evaluar la existencia de
factores de riesgo. La muestra fue calculada mediante el programa Epi-info versién 6
(C.D.C. y W.H.0., 1994), basdndonos en el censo oficial canino de la Comunidad
Auténoma de Madrid para 1993 (192.562 perros). Con unos datos de frecuencia
esperada calculada en torno al 8%, con un error del 3% y para un intervaio de
confianza del 99%, el tamafio de la muestra debfa ser superior a 195; concretamente,
nuestra poblacién fue de 200 sueros o plasmas de perros con domicilio habitual en dicha
Comunidad que acudfan a las consultas de la Facultad de Veterinarna, tanto por
presentar alguna patologia médica o quinirgica como para controles o intervenciones
rutinarias. Estos sueros y plasmas se recogieron al azar entre todos los remitidos al
Laboratorio de Andlisis Clfnicos a lo largo de todo el afio 1994 (aproximadamente se
recogia un suero por cada dfa lectivo). Con el fin de conocer la posible existencia de
factores de riesgo, en todos estos casos se rellené la misma ficha que aparece reflejada
en el epigrafe a.2. de este mismo apartado. '

El estudio de los factores de riesgo se realizé empleando el test de la chi®
mediante el programa informdtico SIGMA (Horus Hardware, 1987).

Con el fin de completar los datos obtenidos con este muestreo, también
contamos con 2 colecciones de sueros, cedidos por el Laboratorio Regional Agrario de
la Comunidad Auténoma de Madrid, procedentes de la campaiia de vacunacién de 1993,
de 2 dreas concretas de dicha Comunidad: Aranjuez (93 muestras) y Navalcarnero (76
muestras).

El umbral de positividad considerado fue un titulo de anticuerpos igual o
superior a 1/40 utilizando la técnica de I.F.I.
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RESULTADOS

4.1. DIAGNOSTICO INMUNOLOGICO

La puesta a punto de la técnica de inmunofluorescencia indirecta ha supuesto,
Uinicamente, un paso previo para el desarrollo del resto de las fases del trabajo. Se trata
de un método inmunolégico ampliamente difundido y, en concreto, la linea celular
empleada por nosotros es utilizada de una forma rutinaria en diferentes centros de

investigacion de ehrlichiosis canina.

Con el objeto de contrastar la adaptacion de la I.F.1., comparamos los primeros
resultados obtenidos por nosotros con los del Centro de Estudos de Vectores de Aguas

de Moura (Portugal), fijando el umbral de positividad en un titulo de 1:40.

Ademas, comprobamos que nuestra técnica, bajo idénticas condiciones de
metodologia, presentaba unas excelentes caracteristicas de repetibilidad y de

reproductibilidad de sus resultados.

4.2. ESTUDIO CLINICO

4.2.1. CONCURRENCIA DE EHRLICHIOSIS CON OTROS PROCESOS
PATOLOGICOS

Los criterios de inclusion de perros en el estudio clinico nos han llevado a
descartar algunos casos en los que, junto a la ehrlichiosis, se presentaba de un modo

concurrente algun otro proceso patoldgico. En nuestro estudio hemos encontrado un
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total de 67 animales con concurrencias, que respecto a los 171 incluidos, representa un
28.2% del total. Por ello, previamente, describiremos con brevedad la casuistica
encontrada en este sentido (fig.1).

FIG.1. CONCURRENCIA EHRLICHIOSIS CON OTROS PROCESOS
PATOLOGICOS

| EHRUCHIOSIS CON OTROS PROCESOS BISOLO EHRLICHIOSIS
B: Babeslosis, H: Hepatozoonoels, L: Leishmaniosis, M: Moquillo

Sin duda alguna, el proceso con el que més habitualmente nos hemos encontrado
asociada la ehrlichiosis ha sido la leishmaniosis canina; en concreto, hemos hallado 49
casos de concurrencia entre ambas patologias.

Ademds hemos diagnosticado, aunque con una menor frecuencia, ehrlichiosis
asociada a hepatozoonosis en 10 perros, a babesiosis en 4 y a moquillo en 3. También
queremos dejar constancia de la presencia, en un mismo perro, de ehrlichiosis,
leishmaniosis y hepatozoonosis.
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4.2.2. FRECUENCIA DE PRESENTACION DE LOS DISTINTOS
SINTOMAS OBSERVADOS EN PERROS DIAGNOSTICADOS DE
EHRLICHIOSIS CANINA

Como ya hemos comentado en el apartado de materiales y métodos, nuestra
coleccién de datos para este estudio clinico estd recogida a partir de las historias
clinicas de 171 perros diagnosticados de ehrlichiosis. Tras la realizacién de una
exahustiva y detallada exploracién, hemos confirmado la existencia de un elevado y
variable nimero de manifestaciones clinicas, con distintos grados de intensidad, en el
curso de esta enfermedad.

Del total de la poblacién estudiada, hemos encontrado 157 casos (91.82%) que
presentaban sintomatologia clinica, mientras que tan sélo 14 (8.18%) de ellos eran
asintomdticos (fig.2).

Fig.2. CUADRO CLINICO EHRLICHIOSIS CANINA
{n = 171 casos)
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Entre aquellos perros que presentaban un cuadro clinico, se han recogido més
de 50 sintomas diferentes, los cuales se han clasificado para su andlisis en 10 grupos.
Lagicamente hemos encontrado casos que presentaban sintomas de més de uno de estos
grupos (fig.3). Las frecuencias absolutas y relativas para cada uno de estos grupos
fueron las siguientes:

1. Sintomas generales: 78.95 % (135 casos).

2. Sintomas del aparato locomotor: 24.56 % (42 casos).
3. Sintomas oftalmoldgicos: 36.84 % (63 casos).

4. Sintomas neurolégicos: 5.85 % (10 casos).

5. Sintomas del aparato circulatorio: 1.75 % (3 casos).

6. Sintomas del aparato respiratorio: 39.18 % (67 casos)
7. Sintomas digestivos: 26.90 % (46 casos).

8. Sintomas del aparato urinario: 19.30 % (33 casos).

9. Sintomas cutdneos: 38.01 % (65 casos).

10. Sintomas del aparato reproductor: 10.53 % (18 casos).

Fig.3. DISTRIBUCION SEGUN TIPO DE SINTOMAS
{(n= 171 casos)
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A continuacion pasamos a desglosar las diferentes manifestaciones clinicas
detectadas dentro de cada grupo describiendo, en algunos casos, ciertas peculiaridades
de las mismas.

SINTOMAS GENERALES
Entre los sintomas clasificados como generales (fig.4), hemos encontrado:

- fiebre. Su frecuencia de presentacion ha sido del 36.84 % (63 casos). La fiebre
se caracterizaba por ser persistente; en algunos casos (en concreto, en 14), al detectarse
un sindrome febril, los animales habian sido tratados con un antibiético de amplio
especiro (amoxicilina) pese a lo cual la fiebre no habia remitido. Dos animales, en el
momento de la exploracion, presentaban hipotermia.

- adelgazamiento, con una frecuencia del 50.29% (86 casos). Esta pérdida de
peso fue ligera en 22 animales, llegindose al estado de caquexia en 6 perros. Tres
individuos asintomdticos, no sélo no habfan adelgazado sino que, incluso, habian
engordado.

Fig.4. SINTOMAS GENERALES
{135 casos)
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- adinamia, con una frecuencia del 50.29% (86 casos). Esta se ha presentado
tanto en razas habitualmente empleadas para la caza o la guarda como en razas de

compaiia.

- anorexia, en el 42.69% de los perros (73 casos). En ocasiones, no se trataba

estrictamente de perros anoréxicos sino de individuos con apetito caprichoso.

- apatia, presente en el 56.14% de los animales (96 casos). Este signo ha sido
uno de los primeros en ser observado por el duefio manifestandose, frecuentemente,
como un cambio en el comportamiento habitual del perro como, por ejemplo, que no

ladrara como antes 0 que se mostrara menos agresivo.

- hemorragias, con una frecuencia del 35.67% (61 casos). De los 61 animales
incluidos en este apartado, 41 presentaron epistaxis, siendo unilateral en 12 casos y
bilateral en 29. Una vez realizada la exploracion completa, en algunos casos se
detectaron otros sintomas de tipo hemorrdgico que, en funcién de su localizacion,
aparecen integrados en los diferentes grupos sintomadticos topograficos. No obstante y
con el fin de unificar todos estos signos, al final de este capitulo hemos incluido un
apartado de sintomas hemorrdgicos en el que se detalla la frecuencia de presentacion

de cada uno de ellos.

- hepatomegalia. Este dato fue obtenido, en algunos casos, por palpacién y, en
otros, por métodos de exploracién complementaria como la radiologia y la ecografia.

La frecuencia de presentacion de este hallazgo ha sido del 14.04% (24 animales).

- esplenomegalia. Al igual que en el caso anterior, la esplenomegalia se ha
detectado por palpacion o bien por radiografia o por ecografia, siendo su frecuencia del
15.79% (27 perros).
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- mucosas. La exploracidn de mucosas se incluyd en este estudio debido a la
relativa frecuencia con la que aparecen anemias en el curso de la ehrlichiosis canina
(fig.5). El 50.82% (104 perros) presentaba unas mucosas apareniemente normales,
mientras que en un 36.84% de los casos (63 perros) éstas eran anémicas y tan sblo en
un 2.34% (4 animales) eran congestivas.

Fig.5. COLORACION MUCOSAS
(n = 171 casos)

4
2.9%

- linfadenomegalia. Esta alteracion se ha detectado por palpacion de los ganglios
linféticos mandibulares, preescapulares y popliteos. La frecuencia con que aparecia
linfadenomegalia fue del 39.77% si bien, en 32 de los 68 casos en los que se observd,
este proceso no afectaba a todos los ganglios explorados sino sélo a algunos de ellos.

SINTOMAS LOCOMOTORES
En este apartado hemos incluido estas manifestaciones (fig.6):
- cojeras. En perros con ehrlichiosis, encontramos cojeras en el 18.71% (32

casos) del total de los animales estudiados. Las cojeras eran intermitentes, afectando
tanto a las extremidades anteriores como a las posteriores
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- hemartrosis. En nuesiro estudio no hemos logrado detectar ningidn perro con
hemartrosis.

- artritis. Un total de 9 perros presentaron cuadros de artritis, lo que supone una
frecuencia del 5.26%; en 6 de los casos descritos observamos monoartritis y en 3,
poliartritis.

- atrofia muscular, en un 15.20% de los casos (26 animales). La atrofia

muscular, en todos los casos, era generalizada.

Fig.6. SINTOMAS LOCOMOTORES
(42 casos)

LRIERAS {EMARTROISIE AHTRITIS ATROFLA MLS

SINTOMAS OFTALMOLOGICOS
Los sintomas oftalmolégicos encontrados en nuestro estudio han sido (fig.7):

- conjuntivitis, La frecuencia de presentacion de este proceso ha sido del 32.16%
(55 casos); en algunos casos, también se observaron infecciones secundarias.
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- hemorragias conjuntivales. Un 9.36% de los perros objeto de estudio (16
animales) mostraron esta sintomatologia,

- uveitis anterior. El 10.53% de los animales (18 casos) presentaba uveitis
anterior. El diagndstico de este proceso se realizd por oftalmoscopia o con limpara de
hendidura. Esta uveitis fue bilateral en todos los perros, salvo en 2. En 3 animales se
diagnosticd una panuveitis,

- hipema, con una frecuencia del 2.92% (5 casos). Tanto este dato como el
relativo a las hemorragias conjuntivales serd valorado mds adelante junto al resto de

sintomatologia hemorrigica.

Fig.7. SINTOMAS OFTALMOLOGICOS
(63 casos)
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!
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COMJUNTMTES  HEMO. COMNJUNT ILUVEITES HIFERA

SINTOMAS NEUROLOGICOS

En lincas generales, el cuadro neurolégico no se ha presentado frecuentemente
en perros con ehrlichiosis (fig.8). Los sintomas apreciados han sido los siguientes:

- convulsiones. La presentacin de sindromes convulsivos se ha restringido a 4
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casos, lo que supone un 2.34% de la poblacion estudiada.

- ataxia. La ataxia se ha detectado en el 5.26% de los perros (9 casos).
Pricticamente la totalidad de los individuos atixicos tenfan anemias severas.

SINTOMAS CARDIACOS
No hemos observado alteraciones cardiacas resefiables en los perros incluidos

en este estudio; dnicamente hemos apreciado taquicardia sinusal en 3 perros con anemia

SEVETd.
SINTOMAS RESPIRATORIOS

Los perros con sintomatologfa respiratoria mostraban, simultdneamente, en la
mayoria de los casos, los 3 sintomas que a continuacitn se detallan (fig.9):

- disnea. La frecuencia de presentacién de este sintoma ha sido del 26.90% (46

casos); al igual que la ataxia, la disnea se ha encontrado, frecuentemente, en perros con
anemias graves.

Fig 3. SITOMAS NEUROLOGICOS Fig.5. SINTONAS RESPIRATORICS
(V0 coreos]

[67 casos)
| -i '
ol
|
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- secrecion nasal (rinorrea). El porcentaje de perros con este sintoma fue del
22.81% (39 casos). La secrecion era de tipo mucopurulento y, menos frecuentemente,
de tipo seroso. Tanto en un caso como en otro, esta misma secrecion aparecia también
a nivel ocular. De este grupo se descartaron aquellos animales que presentaban

epistaxis.

- tos. El 15.2% de los casos (un total de 26) presentaban cuadros de tos,
frecuentemente productiva. En 4 perros se llevé a cabo un estudio radioldgico de la
cavidad toracica evidenciindose un cuadro de neumonia localizada, fundamentalmente,

en los 16bulos diafragmaticos y accesorio.
SINTOMAS DIGESTIVOS

Los sintomas digestivos que hemos encontrado en perros con ehrlichiosis son
(fig.10):

- vomitos. Su frecuencia de presentacion fue del 10.53% (18 casos). Los
vomitos descritos eran tanto de tipo biliar como con contenido alimenticio. No hemos

encontrade, en nuestra poblacién, ningin caso de hematemesis.

- diarrea, en un 16.37% de perros, es decir, en 28 casos. Hemos detectado
diarrea de intestino delgado y/o de intestino grueso, en su mayoria, de presentacion
aguda. Sin embargo, también hemos visto algin caso aisiado de ehrlichiosis asociada
a diarrea crénica de intestino grueso compatible con un cuadro de colitis

linfoplasmocitaria.

- hematoquezia. La frecuencia de presentacion de este hallazgo ha sido del
10.53% (18 perros). Se han observado casos con sangre fresca en heces y/o de sangre

digerida.
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ig.10. SINTOMAS DIGESTIVOS
(46 casos)
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SINTOMAS URINARIOS
En este grupo hemos observado (fig.11):

- hematuria. En este apartado hemos incluido sélo a aquellos animales que
presentaban un cuadro de hematuria identificada macroscopicamente por lo que, en

realidad, este dato podria ser superior al obtenido por nosotros en este estudio.
Encontramos hematuria en el 8.77% (15 casos).

- polidipsia/poliuria. Este sindrome se registré en 22 ocasiones, lo que supone
una frecuencia relativa del 12.87% La mayorfa de estos casos, con la ayuda de técnicas
biopatoldgicas, fueron diagnosticados como cuadros de insuficiencia renal.
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BESULTAINS
SINTOMAS CUTANEOS
La sintomatologia cutdnea ha mostrado la siguiente distribucion (fig.12):

- dermatitis. Se han detectado procesos inflamatorios a nivel de piel en un
30.99% de los casos (53 perros). Fundamentalmente observamos lesiones similares a
las encontradas en estados de hipersensibilidad.

- llceras. Un 14.62% (25 animales) de los perros estudiados mostraban esta
sintomatologia. En algunos casos, éstas eran debidas a decdbito prolongado.

- alopecias. Un 20.47% de los perros (35 animales) presentaron alopecias.

- pelequias y equimosis. El 10.53% de los casos (un total de 18) tenfan estas
lesiones, en nimero variable y en diferentes zonas, destacando la region ventral y la
cara interna de las extremidades posteriores; también se han detectado en la mucosa oral

¥ prepucial.

Fig.12. SINTOMAS CUTANEOS
{65 casos)

DERMATITIZ LLCERAS ALOPECIAE PETE
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SINTOMAS DEL APARATO REPRODUCTOR

Légicamente, en este apartado la poblacién estudiada se ha dividido en 2
subpoblaciones (machos y hembras), cada una de las cuales presenta un cuadro diferente
(fig.13):

A) Machos. La sintomatologia encontrada en los machos se limita a la aparicion
de edema de escroto en un 8.7% de los perros (10 casos en una poblacién de 115).

Fig.13. SINTOMAS DEL APARATO REFRODUCTOR
{(Machos = 115 Hembras = 56)
. {18 casos)

y

|'|| MA ESCROTO METRORRAGIAS ABOR iNMUDAD

B) Hembras. En las hembras, se describe:

- metrorragias. La frecuencia de presentacion ha sido del 5.36% (3 casos en una

poblacidén de 56). En dos de estas perras eran hemorragias prolongadas durante el celo,
mieniras que la otra presentd estas hemorragias después de un parto.

abortos. En este apartado hemos incluido a perras diagnosticadas de
ehrlichiosis con antecedentes de abortos, si bien nosotros no hemos observado ningdn
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caso de aborto en perras con esta enfermedad. Con esta salvedad, la frecuencia relativa

también ha sido del 5.36% (4 casos).

- infertilidad. Este grupo engloba a aquellas hembras que han sido cruzadas
varias veces sin éxito alguno, presentando una edad propicia para la gestacion. En esta

situacion hemos encontrado 5 casos ( 8,93% del total de hembras).

SINTOMAS HEMORRAGICOS

A continuacioén, y debido a su importancia desde un punto de vista clinico,
pasamos a enumerar los sintomas de tipo hemorragico encontrados en perros con
ehrlichiosis y sus frecuencias; algunos de estos datos ya han sido comentados en otros

grupos sintomaticos.

El porcentaje total de perros con cuadros de este tipo supone el 35,67% (61
animales). Teniendo en cuenta que algunos de ellos presentaban mas de uno de los

sintomas englobados en este apartado, la distribucién de éstos ha sido:

- epistaxis: 23,98% (41 casos)

- petequias y equimosis: 10,53% (18 casos)

- hematoquezia: 10,53% (18 casos)

- hemorragia subconjuntival: 9,36% (16 casos)

- hematuria: 8,77% (15 casos)

- hipema: 2,92% (5 casos)

- metrorragia: 1,75% del total (3 casos); corresponde con un 5,36% de las
hembras.

- hemorragia gingival: 1,75% (3 casos).
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4.2.3. ASOCIACIONES ENCONTRADAS ENTRE LOS DIFERENTES
GRUPOS SINTOMATICOS

En este apartado hemos incluido el estudio realizado con los diferentes grupos
de sintomas, intentando buscar la existencia de asociaciones entre ellos. Previamente
indicaremos que, tan sélo, 26 de los 157 perros con cuadro clinico (es decir un 16,56 %
de ellos) presentaron sintomas de un dnico grupo de los establecidos. La distribucidn
de estos casos aparece en la figura 14.

Fig.14. CUADROS CLINICOS CON UN SOLO TIPO DE SINTOMAS
{n = 26 casos)
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RESULTADOS

La distribucién de las distintas asociaciones y su estudio estadistico, mediante
el test de la chi?, muestran la existencia de relaciones significativas entre algunas de

ellas, tal y como se recoge en la siguiente tabla:

GENERAL LoCoM OCULAR NEU CIRCU RESPIR DIGEST URIN CUTAN REPRO
GEN - NO SI NO NO S SI 81 NO NO
p<0.05 p<0.01 p<0.01 p<0.05
LoC NO - SI NO NO NO NO SI S NO
p<0.01 p<0.05 p<0.01
ocvu SI S - NO NO SI NO SI SI NG
p<0.001 P<0.01 p<0.05
NEU NO NO NO - NO casi NO NO NGO NO
p<0.1
CIR NO NO NG NO ~ NO NO NO NO NO
RES S NO SI casi NO - SI S1 NO casi
p<0.01 p <0.001 p<0.05
DIG SI NC NG NO NO SI - NO NO NO
URI SI 31 SI NO NO SI NO - NO sI
p<0.05
cuT NO 81 S1 NO NO NO NO NO - sl
p<0.001
REP NO NO NO NO NO casj NO SI T SI -

El namero de perros estudiados con mas de un tipo de sintomatologia fue de 131
(es decir, un 83,43% de los casos sintomAticos); diferenciaremos para su estudio 2
subgrupos: uno de perros con sintomas generales y otro de perros sin sintomas

generales.

A) Perros con sintomas generales. Un total de 117 casos presentaron sintomas
generales asociados desde a 1 hasta a 7 tipos de grupos sintomdticos distintos. La

distribucion de las diferentes asociaciones aparece en las 2 tablas siguientes:
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RESPIRATORIOS CUTANEOS OCULARES LOCOMOTORES DIGESTIVOS URINARIOS
813 813
SI10 NO©
NO 7 SI4
5118 NO 3
SI3 S0
NG 8 NO 2
NO 5 SI1
S123 NO 4
S1o 810
811 NGO
NO 1 8510
NO 5 NO 1
811 SI't
NO 4 NO 0
NO 3 11
SI61 NO 2
512 810
515 NO 2
NO 3 S13
S118 NO O
SL? Bi2
NO 13 NO 5
NO 6 SI1
NO 38 NO 5
S0 5o
s13 NO 1
NO 2 s1o
NO 20 NO 2
3110 813
NO 17 NO 7
NO 7 SI1
NO &
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RESPIRATORIOS CUTANEOQS OCULARES LOCOMOTORES DIGESTIVGS URINARIOS
SI1 510
SIs NO1
NO 4 SI2
819 NO 2
S11 Sl
NO 4 NO O
NO 3 si¢ 1
81128 NO 3
s12 SI0
SIS NO 2
NO 3 s8I0
NO 19 NO 3 ]
810 810
NO 14 NO O
NO 14 S10
NO 74 } ! NO 14
810 S10
810 NOO
NO O SI0
SI 1 NO O
]
SI3 s8I
NO 11 NO 2
NO 8 5812
NO 46 NG 6
83 sta
Slg NO 3
NO 5 812
NO 35 NO 3
SI6 SI'1
NO 27 NO 5
NO 21 St1
NO 20

113



RESULTADOS

B) Perros sin sintomas generales. Un total de 14 casos presentaron, sin tener
sintomas generales, asociacion entre 2, 3 e incluso 4 grupos de sintomas. la
sintomatologia predominante en estos casos fue la cutdnea (11 casos), la cual se
encontré asociada fundamentalmente a patologias oculares (5 casos) y, en menor
medida, a trastornos respiratorios (2 casos), digestivos (tambi€n 2), locomotores (1) y
reproductores (1). Los 3 casos restantes mostraron sintomas respiraiorios asociados, en

2 de ellos, a sintomas oculares y, en uno, a sintomas del aparato urinario.

4.2.4.ASOCIACIONES ENTRE LA SINTOMATOLOGIA Y OTROS
FACTORES

En este apartado incluimos la informacidn recogida al tratar de comprobar la
posible relacion entre la sintomatologia encontrada y diferentes factores individuales
como la raza, la edad y el sexo. También hemos querido incluir, en este estudio, el
titulo de anticuerpos encontrado en el momento del diagnéstico; este pardmetro puede

orientarnos acerca de la fase de la enfermedad en la que se sita cada caso clinico.

Para el andlisis del titulo de anticuerpos, hemos confeccionado los siguientes

grupos obteniendo, en cada caso, la frecuencia que a continuacion se detalla:

i

bajo: hasta 1/320: 8 casos

medio: entre 1/640-1/1280: 14 casos
medio-alto: 1/2560: 33 casos

alto: 1/5120: 35 casos

muy alto: 1/10240: 81 casos

1

En la raza se han considerado 3 grandes grupos (pastores alemanes, mestizos y
otras razas) y en cuanto a la edad, se ha considerado la siguiente clasificacion: hasta los

2 afios, 3-4, 5-6, 7-8, 9-10 y mayores de 10 afios.
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En el estudio estadistico, mediante el test de la chi’, de todas las posibles
asociaciones de grupos sintomaticos y sintomas concretos con los factores considerados,
tan s6lo describiremos aquellos que consideramos mds relevantes, por presentarse entre

ellos una relacién significativa.

a) Asociacion entre sintomas y raza. No se ha encontrado relacion significativa

alguna.

b) Asociacion entre sintomas y sexo. Tras el estudio estadistico se han

encontrado las siguientes relaciones:

- relacion casi significativa (p < 0.1) entre sintomatologia oftalmoldgica y
machos.

- relacion casi significativa (p < 0.1) entre uveitis y machos.

- relacion casi significativa (p < 0.1) entre hemorragias y machos.

- relacion significativa (p < 0.03) entre convulsiones y hembras.

c) Asociacién entre sintomas y edad. Hemos observado las siguientes

4soriaciones:

- relacion casi significativa (p < (.1) entre sintomas generales y edad
comprendida entre los O y 2 afios.

- relacion casi significativa (p < 0.1) entre anorexia y edades comprendidas
entre los 0 y los 2 afios.

- relacion significativa (p < 0.05) entre adelgazamiento y edades comprendidas
entre los 0 y los 2 afios.

- relacion significativa (p < 0.05) entre convulsiones y edades comprendidas

entre 108 5 y los 6 afios.
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d) Asociacién entre sintomas y titulo de anticuerpos. Se han encontrado las

siguientes asociaciones:

- relacion significativa (p < 0.001) entre ausencia de sintomas y titulos altos y

muy altos.

relacion significativa (p < 0.001) entre sintomas neuroldgicos y titulos bajos

y medios.

relacién significativa (p < 0.001) entre ataxia y titulos bajos y medios.

H

relacién significativa (p < 0.05) entre atrofia muscular y titulos medios.

relacion significativa (p < 0.01) entre esplenomegalia y titulos muy altos.

relacion significativa (p < 0.05) entre metrorragia y titulos altos.

relacion casi significativa (p < 0.1) entre abortos y titulos altos.

relacion casi significativa (p < 0.1) entre petequias y titulos muy altos.

relacion casi significativa (p < 0.1) entre hemorragias y titulos muy altos.

4.3.ESTUDIO BIOPATOLOGICO

Para el estudio biopatologico de la ehrlichiosis canina, se han utilizado los
valores de los distintos parametros laboratoriales de los 93 casos de nuestro ensayo

terapéutico, obienidos en el momento del diagndstico.

4.3.1. HEMATOLOGIA

Los resultados de la estadistica basica de valores hematolégicos se recogen en

la siguiente tabla:
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Parametro Media Desviacién n Error valor valor
estudiado tipica Standard minimo mAaximo
GR/mm* | 5,579,226 | 1,935,860 | 93 200,739 | 1,080,000 | 12,560,000
Hto (%) 39.1 12.6 93 1.3 11.0 69.5
Hb (g/dl) 12.85 4.06 - 93 0.42 3.30 25.20
GB/mm* | 11,154 6,305 93 654 1,200 36,400
Neu(%) 64.59 13.74 L 93 1.42 32 | 88
Lin(%) 30.33 13.29 93 1.39 2 62
Eos(%) 2.23 3.24 93 0.34 0 24
Mon( %) 2.68 3.78 93 0.39 0 18
| |
Bas(%) 0 0 93 0 0 0
Plaq/mm3* 95,150 81,702 93 8,472 5,000 528,000

Los valores hematolégicos de referencia fueron tomados de Schaim y

colaboradores (Schalm et al, 1975). De acuerdo con dichos valores, los resultados

obtenidos se clasificaron en 3 grupos (inferior, superior y dentro del rango fisiologico);

tanto en el hematocrito y 1a hemoglobina como en los recuentos de gldbulos rojos y

tras subdividir los valores inferiores a lo normal en dos clases.

plaquetas se han considerado, con una finalidad clinica, cuatro grupos, en lugar de tres,

La distribucién de frecuencias absolutas y relativas obtenidas para cada

parAmetro aparece reflejada en las figuras 15-20.
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Fig.16
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El VCM y la CMHC pueden emplearse para clasificar los diferentes tipos de
anemia (Tvedten, 1994). Siguiendo este criterio hemos estudiado, en los 46 casos con
recuentos eritrocitarios inferiores a 5.5x10*/mm’, las posibles combinaciones de VCM
y CMHC, encontrando las 3 siguientes:

- anemias con VCM normal y CMHM normal: 30 casos. Esto supone una
frecuencia del 65.22%.

- anemias con YCM alto y CMHC baja: 14 casos, es decir, un 30.43%
- anemias con VCM bajo y CMHC baja: 2 casos, lo que significa un 4.35%

L1=500 BSLo500 ENELI-E0 =40y

il | il clikso

RECUENTD GLOBULOS BLANCOS
{n =93 casos )

(Cr<es map. 70 m>178]
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Fig. 18. FORMULA LEUCOCITARIA: VALORES ABSOLUTOS
(n = 93 casos )
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Fig.19. FORMULA LEUCOCITARIA: VALORES RELATIVOS

(n = 93 casos )
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En los casos en los que los recuentos celulares mostraban valores inferiores a
los fisiologicos, hemos estudiado la frecuencia de presentacién de pancitopenia v de las
diferentes bicitopenias (Fig.20). Los resultados obtenidos han sido los siguientes:

- pancitopenia: 14 casos (15.05% del total).

- bicitopenias:
* anemia y trombocitopenia (sin levcopenia): 25 casos (26.88%).
* anemia y leucopenia (sin rombocitopenia): 0 casos.
* leucopenia y trombocitopenia (sin anemia): 6 casos (6.45%).

También detallamos a continuacion aquellos andlisis en los que dnicamente se
presenta una citopenia aislada:

- anemia: 7 casos (7.52%).
- leucopenia: 0 casos.
- trombocitopenia: 33 casos (35.48%).

Tan s6lo en 8 casos (B.60%), los valores de las tres series eran totalmente
normales.

Fig.20. ASOCIACION VALORES RECUENTOS CELULAS SANGUINEAS
{ n = 93 casos)

LELSOP-TROMBOCITOR

ANEM. -TROMECCITOH
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4.3.2. BIOQUIMICA SANGUINEA

La estadistica basica de los parametros bioquimicos valorados en nuestro estudio

se recogen en la siguiente tabla:

Parametro Media Desviacion n Error Valor Valor
estudiado tipica Standard | minimo | méaximo
Proteinas(g/dt) G.05 1.71 93 0.18 4.2 14.4
Alb (g/dl) 2.65 0.71 93 0.07 1.0 4.22
Alfa (g/dl) 0.91 0.28 93 0.03 0.32 1.90
Beta (g/dl) 2.03 0.62 93 0.06 0.7 3.52
Gamma (g/dl) 3.45 1.69 93 0.18 0.66 9.90
Alb/Glo 0.45 0.20 93 0.02 0.1 1.1
GPT (U/L) 36.32 34.51 93 3.58 9.0 261
Bilirrubina (mg/dl) | 0.70 0.37 93 0.04 0.15 2.08
Urea (mg/di) 45.30 57.68 93 5.98 12 572
Creatinina (mg/dl) 1.15 0.68 93 0.07 0.42 6.3
Glucosa (mg/dl) 101.82 10.25 93 1.06 76 136

Los resultados obtenidos han sido clasificados en 3 grupos en funcion de si se
encontraban por encima, por debajo o dentro del rango fisiolégico establecido para cada

pardmetro, considerando como valores de referencia los descritos por Bush y por el
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sistema Reflotron® (Reflotron®, 1990; Bush, 1991). De este modo, han sido calculadas
las frecuencias absolutas y relativas que aparecen en las figuras 21-24.

Fig.21
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Fig.22
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4.3.3. URIANALISIS

Los hallazgos mds importantes encontrados en el urianalisis se recogen en las
figuras 25 y 26. La observacion del sedimento urinario de los perros objeto de estudio
arroja los siguientes resultados:

- 60 sedimentos no significativos o normales.

- 33 sedimentos con anomalias. En eswos, las observaciones mis frecuentes

fueron:

* 30 con importante cantidad de células de pelvis.

* 17 con importante cantidad de células de tibulo.

* 17 con importante cantidad de células de vejiga.

* 16 con importante cantidad de cilindros granulosos.
* 9 con importante cantidad de cristales de estruvita.
* 7 con importante cantidad de bacterias,

* 7 con importante cantidad de leucocitos.

* 1 con importante cantidad de cilindros celulares.

Fig.25
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&4, 5%

9008 - 1012 Mi0iz-1040]  [MS55-7 @>7|  [ENOSIGNIF EPATOLOGICO |
4.3.4. DIAGNOSTICO ETIOLOGICO
Los resultados obtenidos en el estudio microscépico de las muestras de sangre

sometidas a leucoconcentracion, en cuanto a la observacién de mérulas y de cuerpos
elementales, aparecen reflejados en la figura 27.
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4.3.5. ASOCIACIONES ENTRE DIFERENTES ALTERACIONES
BIOPATOLOGICAS

Con el fin de conocer la posible existencia de asociaciones entre las alteraciones
biopatologicas detectadas, hemos realizado el estudio de las mismas mediante el test de

chi?, encontrando las siguientes relaciones estadisticamente significativas:

- hipoalbuminemia y proteinuria (p < 0.001).

- hipoalbuminemia y hematuria (p < 0.05).

- proteinuria y titulo de anticuerpos mayores de 1/1280 (p < 0.05).
- anemia y titulo de 1/10240 (p < 0.001).

- trombocitopenia y titulo de 1/10240 (p < 0.001).

- trombocitopenia e hiperglobulinemia (p < 0.05).

- hiperglobulinemia y titulo de 1/10240 (p < 0.001).

- hipergammaglobulinemia y titulo de 1/10240 (p < 0.001).

- ausencia de cuerpos elementales y titulo de 1/10240 (p < 0.01).

4.4.ENSAYO TERAPEUTICO

4.4.1. RESPUESTA CLINICA

El nmimero de animales que no respondieron al tratamiento fue de 6, lo que
supone un 6.45% del total de los casos; no obstante, uno de ellos si respondid tras
cambiar de protocolo. Los resultados obtenidos con cada uno de los grupos establecidos

fueron:

- grupo 1-P (doxiciclina): de 32 casos, 2 (6.25%) no respondieron. En estos

animales se instaurd posteriormente un protocolo 2-P. Uno de los perros siguié sin
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mejorar, mientras que otro si lo hizo.

casos, se cambi6 al protocolo 1-P, sin observar ninguna variacion en la respuesta.

evolucién favorable. Se instaurd en ambos casos un nuevo protocolo 3-P sin detectar

mejoria alguna.

de tiempo transcurrido desde la instauracién del tratamiento hasta la presentacion de una

mejoria clinica evidente se muestra en Ja siguiente tabla:

- grupo 2-P (imidocarb): de 31 individuos, 2 (6.45 %) no mejoraron. En ambos

- grupo 3-P (doxiciclina+imidocarb): de 30 perros, 2 (6.67%) no tuvieron una

Incluyendo tinicamente aquelios casos con respuesta clinica favorable, el periodo

Respuesta clinica Doxiciclina [midocarb Doxiciclina+Imidocarb
(dias) (n=30) (n=29) (n=28)
1 5(16.66%) 8(27.59%) 6(21.43%)
2 11(36.66 %) 6(20.69%) 13(46.43%)
3 6(20%) 3(10.35%) 4(14.29%)
4 2(6.67%) 5(17.24%) 1(3.57%)
5 2(6.67%) 3(10.35%) 1(3.57%)
6 2(6.67%) 2(6.89%) 1(3.57%)
7 6 mas 206.67%) 2(6.89%) 2(7.14%)
Media 3.16 3.21 3.14
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4.4.2. EVOLUCION BIOPATOLOGICA POST-TRATAMIENTO

En este apartado hemos incluido aquellos pardmetros biopatoldgicos considerados

como mas relevantes en cuanto a la evolucion post-tratamiento.

En primer lugar, hemos realizado un estudio estadistico mediante analisis de
varianza de los distintos datos analiticos de los tres grupos terapéuticos, para conocer
si alguno de estos grupos presentaba, ya antes de comenzar el protocolo, diferencias
significativas con el resto, descartindose este extremo en todos los casos, excepto para
los valores medios del recuento eritrocitario y de albiimina. En contraste, los perros
controles si presentaban diferencias importantes en la mayoria de los parametros

biopatologicos con respecto a la poblacién enferma.

El reducido nimero de perros control no nos ha permitido realizar
comparaciones estadisticas entre €stos y los perros enfermos de cada uno de los grupos.
Todos los animales control presentaron un estado clinico y unos valores analiticos
completamente normales a lo largo de toda la experiencia. Estos perros nos han servido,
fundamentalmente, para descartar la existencia de alteraciones biopatoldgicas

provocadas por los distintos tratamientos empleados.

En lineas generales, el andlisis de varianza no muestra diferencias significativas
entre los tres protocolos terapéuticos, en cuanto a la respuesta final. Sin embargo,
detallaremos a continuacion los resultados obtenidos ya que existen algunas diferencias

en cuanto a la evolucidn en el tiempo de algunos de estos parametros.

Titulo de anticuerpos

Los resultados mostrados en las tablas que aparecen a continuacion se

corresponden con el valor inverso del titulo obtenido.
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A) Grupo 1-P (doxiciclina).

Periodo Media Desv.Tipica Error estandard
Inicial 6,815 3,742 661

Final Trat. 5,648 3,846 573

2° Trimestre 4,844 4,127 946

4° Trimestre 4,510 4,164 908

8° Trimestre 1,622 1,842 348

B) Grupo 2-P (imidocarb).

Periodo Media Desv.Tipica Error estandard
Inicial 5,801 3,616 649
Final Trat. 6,115 3,373 1,124
T 29 Trimestre 6,431 3,640 [,213
4° Trimestre 4,808 3,533 790
8¢ Trimestre 1,897 1,624 434

C) Grupo 3-P (protocolo mixto)

Periodo Media Desv.Tipica Error estandard
Inicial 7,618 3,662 668
Final Trat. 5,036 3.833 591
2° Trimestre 5,690 4,306 1.044
49 Trimestre 4,825 2.739 684
8° Trimestre 2,555 2,001 667
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En los tres protocolos, la evolucion de los titulos medios present6 un descenso

estadisticamente significativo (p <0.05). Sin embargo, estas tres distribuciones al ser

comparadas entre si se comportan de un modo homogéneo.

Con respecto al titulo inicial, no se observaron diferencias significativas hasta

el 8° trimestre (p<0.01) en los tres casos.

Proteinograma

De todos los valores obtenidos en el proteinograma, consideramos relevantes

para su estudio los niveles de albimina,

albiimina/globulinas.

Albiimina (g/dl)

A) Grupo 1-P (doxiciclina).

gamma-globulinas y el

RESULTADOS

cociente

Periodo Media Desv.Tipica Error estandard |
[nicial 2.45 0.64 0.11
Final Trat. 2.73 0.62 0.09
2° Trimestre 3.05 0.50 0.11 R
4° Trimestre 3.16 0.45 0.10
| 8° Trimestre 3.23 0.48 0.09
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B) Grupo 2-P (imidocarb).

Periodo Media Desv.Tipica Error estandard
Inicial 2.97 0.73 0.13
Final Trat. 2.90 0.64 0.21
2° Trimestre 3.01 0.42 0.14
4° Trimestre 3.02 0.52 0.11
82 Trimestre 3.05 0.58 0.16

C) Grupo 3-P (protocolo mixto).

Periodo Media Desv.Tipica Error estandard
Inicial 2.53 0.65 0.12
1 Mes 2.90 0.62 0.10

2° Trimestre 3.13 0.45 0.1t

4° Trimestre 3.22 0.38 0.09

8° Trimestre 3.53 0.29 0.10

I.a evolucidn de los valores medios de alblimina presenta un lento y progresivo

aumento, estadisticamente significativo para los grupos 1-P y 3-P (p <0.01). En ambos

casos, con respecto al valor inicial de albumina se detecta esta diferencia a partir del

2° trimestre (p <0.01).
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Gamma-globulinas (g/dl)

A) Grupo 1-P {doxiciclina).

RESULTADOS

Periodo ! Media Desv.Tipica Error estandard
Inicial 3.7 1.95 0.34
Final Trat. 2.74 1.52 0.23
2° Trimestre 1.93 1 0.23
4° Trimestre 1.55 0.64 0.14
8° Trimestre 1.33 0.48 0.09

B) Grupo 2-P {imidocarb).

Periodo i Media Desv.Tipica Error estandard
Inicial 3.08 1 0.18
Final Trat. 3.02 1.16 0.39
2° Trimestre 3.05 0.9% 0.33
4° Trimestre _J( 2.27 0.77 0.17
8? Trimestre 1.81 0.83 0.22

) Grupo 3-P (protocolo mixto).

Periodo Media Desv.Tipica Error estandard
Inicial 3.55 1.94 0.35
Final Trat. 2.46 1.19 0.18
2° Trimestre 2.09 0.89 0.22
4° Trimestre 1.68 0.83 0.21
8° Trimestre 1.44 0.43 0.14
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Con los tres protocolos tiene lugar un descenso significativo de los valores

medios de gammaglobulinas (p <0.01). Esta disminucion es mas lenta cuando se emplea

dipropionato de imidocarb, con el cual las diferencias respecto al valor inicial no se

observan hasta el 8° trimestre (p<0.01); por el contrario, con los otros dos

tratamientos, este hecho se produce a partir det 2° trimestre (p <0.03).

Cociente albdimina/globulinas

A) Grupo 1-P (doxiciclina).

Periodo Media Desv.Tipica Error estandard
} Inicial 0.43 0.21 0.04
Final Trat. 0.56 0.27 0.04
2° Trimestre 0.71 0.30 0.07
4° Trimestre 0.81 0.30 0.06
8° Trimestre 0.89 0.29 0.05

B} Grupo 2-P (imidocarb).

Periodo Media Desv. Tipica Error estandard
Inicial 0.51 0.18 0.03
Final Trat. 0.53 0.24 0.08
2° Trimestre 0.52 0.18 0.06
4° Trimestre 0.66 0.23 0.05
8° Trimestre 0.73 0.23 0.06

138




RESULTADOS

C) Grupo 3-P (protocolo mixto).

Periodo Media Desv.Tipica Error estandard
Inicial 0.43 0.21 0.04
Final Trat. 0.61 0.28 0.04
2° Trimestre 0.70 0.21 0.05
] 4° Trimestre 0.76 0.20 0.05
8¢ Trimestre 0.91 0.15 0.05

Los valores del cociente Alb/Glo se normalizan, siguiendo una evoluciéon muy

parecida a la de las gamma-globulinas, observandose similares resultados estadisticos.

Recuento plaquetario (/mm?®)

A) Grupo 1-P (doxiciclina).

Periodo Media Desv. Tipica Error estandard
Inicial 121,843 115,341 20,389
Final Trat. 183,000 104,655 15,601
2° Trimestre 209.421 95,389 21,883
4° Trimestre 208,666 61,870 13,501
8° Trimestre 192,785 48,975 9,255
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B) Grupo 2-P (imidocarb).

Periodo Media Desv. Tipica Error estandard
Inicial 79,161 58,803 10,561
Final Trat. 106,222 51,499 17,166
2° Trimestre 131,333 85,532 28,510
4° Trimestre 177,400 68,393 15,293
8° Trimestre 189,571 79.100 21,140

C) Grupo 3-P (protocolo mixto).

Periodo Media Desv.Tipica Error estandard
Inicial 83,200 46,597 8.507
Final Trat. 152,714 75,405 11,635
2° Trimestre 184,058 46,574 11,295
4° Trimestre 178,187 42 806 ] 10,701
8¢ Trimestre 196,222 33,770 11,256

Los valores medios de los recuentos plaquetarios aumentan significativamente
tras la instauracion de cualquiera de los protocolos empleados (p <0.01). Al comparar
estas tres distribuciones, solo se observan diferencias entre ellas al final de! tratamiento

(p<0.05).
Los aumentos son significativos respecto a los valores iniciales, a partir del

segundo trimestre para los grupos 1-P y 3-P, mientras que se retrasa hasta el 4°

trimestre en el grupo 2-P.
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Recuento de hematies (/mm?)

A} Grupo 1-P (doxiciclina).

RESULTADOS

Periodo Media Desv.Tipica Error estandard
Inicial 5,202,031 1,594,613 281,890
Final Trat. 6,004,667 1,978,361 294 916
2° Trimestre 6,239,479 2,347,353 538,519
4° Trimestre 7,009,047 1,041,522 227,278
8° Trimestre 7,353,571 084,675 186,086

B) Grupo 2-P (imidocarb)

Periodo Media Desv.Tipica Error estandard
Inicial 6,774,193 1,990,225 357,455
Final Trat. 6,297,777 1,652,012 550,670
2° Trimestre 7,438,888 868,611 289,537
4° Trimestre 7,074,500 973,168 217,607
8° Trimestre 7,036,428 847 953 226,625

C) Grupo 3-P (protocolo mixto).

Periodo Media Desv.Tipica Error estandard
Inicial 4,746,766 1,634,853 298,482
Final Trat. 5,570,738 1,950,305 300,938
2° Trimestre 5,917,117 1,524,377 369,715
4° Trimestre 6,794,375 833,330 208,332
8° Trimestre 6,911,111 611,032 203,677
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E! recuento eritrocitario en el grupo 2-P presenta unos valores medios normales
incluso antes de la instauracién del tratamiento, por lo que es l6gico que no se
encuentren variaciones en su evolucién. Sin embargo, en el caso de los grupos 1-P y
3-P, con valores iniciales inferiores a lo normal, se observa un significativo aumento

de este recuento (p <0.01) con el paso del tiempo.

Tanto en el grupo 1-P como en el 3-P, las diferencias con respecto a los

resultados iniciales se producen a partir del 4° trimestre (p <0.01).

Urianalisis

Entre los resultados del uriandlisis describiremos los relacionados con la

hematuria y proteinuria.

No hemos encontrado diferencias significativas en cuanto a la evolucidn de estas
dos alteraciones entre los tres protocolos de tratamiento, lo que nos permite analizarlas

conjuntamente. La distribucidn de las frecuencias absolutas se muestran en 12 siguiente:

Periodo Hematuria Proteinuria
Inicial 23 43
Final Tra. 15 33
2° Trimestre 4 17
4° Trimestre 4 16
8° Trimestre 3 9
I
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Deteccion de cuerpos de inclusion de E.canis

La frecuencia absoluta de casos en los que se detectaron moérulas o cuerpos
elementales, tras la instauracion de los diferentes tratamientos, aparece reflejada en la

siguiente tabla:

Periodo Doxiciclina Imidocarb Protocelo mixto
.
Inicial 4 9 6
Final Tra. 0 1 2
4{

29 Trimestre 0 1 0
4° Trimestre 0 0 0
8¢ Trimestre 0 0 0

4.5. ESTUDIO EPIZOOTIOLOGICO

4.5.1. ESTUDIO DESCRIPTIVO

A) Estudio descriptivo de los sueros recibidos en el Servicio de Diagndstico

de ehrlichiosis desde enero de 1993 hasta diciembre de 1995

De los 2523 sueros remitidos en estos 3 afios, 555 fueron positivos lo que

significa una seroprevalencia, en esta poblacién sospechosa, del 21.99+0.82%. La
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distribucién anual de sueros controlados y positivos fue la siguiente:

Seroprevalencia (%)
+ Sp

-

29.0542.14

21.79+1.52

19.73%1.09

Comparando estos resultados, empleando el test de la chi®, las diferencias entre
el primer afio y los dos posteriores son estadisticamente significativas (p<0.001).

Fig.28. DISTRIBUCION ESTACIONAL
(CASOS SEROPOSITIVOS EHRLICHIOSIS)
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La distribucidn estacional del nimero de casos seropositivos no presentaba
diferencias significativas en funcion del afio estudiado (Fig.28). Este hecho nos ha
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permitido agrupar los resultados trimestralmente, con independencia del afio, obteniendo

las siguientes seroprevalencias:

Periodo Muestras Muestras Seroprevalencia
controladas positivas (%)x Sp
Enero-Marzo 518 85 ~ 16.41+1.63
Abril-Junio 783 164 20.94+1.45
Julio-Septiembre 556 160 28.78+1.92
Octubre-Diciembre 666 146 21.92+1.60

El estudio estadistico mediante el test de la chi® mostré la existencia de

diferencias significativas, por un lado, entre el periodo enero-marzo y ¢l resto del afio

(p<0.001) y, por otro, entre julio-septiembre y el resto del afio (p <0.01).

También, en este apartado, queremos hacer mencidn de la recepciéon de muestiras

procedentes de fuera de la Comunidad Auténoma de Madrid, lo que ha dado lugar a la

descripcidn de casos de ehrlichiosis canina en diferentes zonas del territorio nacional

(Fig.29). Hemos recibido, en este periodo de tiempo, un total de 206 sueros

sospechosos de los que 43 (20.8712.83%) han sido positivos. En concreto, durante

estos 3 afios hemos confirmado serolégicamente el diagndstico de ehrlichtosis canina

en las siguientes provincias espafiolas:

- Alicante: 6 casos.

- Caceres: 1 caso.

- Cadiz: 5 casos.
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Fig.29. DISTRIBUCION GEOGRAFICA CASOS SEROPOSITIVOS
(EHRLICHIOSIS CANINA) ANOS 1993-95
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- Ciudad Real: 2 casos.
- Cuenca: | caso.

- Gerona: 2 casos.

- Guadalajara: 1 caso.
- Huelva: 4 casos.

- Pontevedra: 5 casos.
- Salamanca: | caso.
- Segovia: 2 casos.

- Sevilla: 3 casos.

- Toledo: 5 casos.

- Valencia: 1 caso.

- Valladolid: 2 casos.
- Vizcaya: 1 caso.

- Zaragoza: | caso,

B) Estudio de diferentes caracteristicas implicadas en la epizootiologia de la
ehrlichiosis en perros diagnosticados de esta enfermedad

En las figuras 30-42 se recogen las distribuciones de los diferentes factores
considerados en los 171 perros con ehrlichiosis incluidos en este apartado,

Fig.30. DISTRIBUCION SEGUN EDAD
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Fig.31 DISTRIBUCION SEGUN RAZAS

{ m =171 casos)
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Fig.32. DISTRIBUCION SEGUN SEXO
(n = 171 casos)
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Fig.33. DISTRIBUCION SEGUN ANTECEDENTES GARRAPATAS
(n =171 casosa)




RESULTADOS

Fig-34. ISTRIBUCION SEGUN CONVIVENCIA CON OTROS

{n =171 casos)

Fig.35. DISTRIBUCION SEGUN CONVIVENCIA CON PERROS CON
SINTOMAS DE EHRLICHIOSIS
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Fig.37. DISTRIBUCION SEGUN TIPO DE VIVIENDA

i n = 171 casos)
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Fig.38. DISTRIBUCION SEGUM CAMBIDS DE RESIDENCIA
{n =171 casoa)

Fig-55. DISTRIBUGION SEGUN APTITUD
{m =171 casoa)
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Fig.40. DISTRIBUCION SEGUN HABITAT

{m = 171 cases)
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Fig.41.DISTRIBUCION SEGUN LOCALIZACION GEOGRAFICA
COMUNIDAD AUTONOMA DE MADRID

{n = 171 casas)
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(n = 171 casos)




4.5.2. ESTUDIO ANALITICO

RESULTADOS

De los 200 sueros analizados, 13 resultaron positivos mediante la técnica de

inmunofluorescencia indirecta, lo que supone una seroprevalencia del 6.501+1.70%.

Al analizar los diferentes factores de riesgo para la presencia de infeccion por

E.canis, los resultados obtenidos fueron los siguientes:

- edad: no se detectaron diferencias significativas.

[ Edad B Positivos Negativos Total

Hasta 1 aiio | 0 26 26

1-2 afios 2 19 21

3-4 afios 3 26 29

5-6 afios 3 21 24

7-8 afios 2 31 33

9-10 afios N 0 20 20
Mayor de 10 afios 3 44 47

Total 13 187 200
- sexo: no se detectaron diferencias significativas.

Sexo Positivos Negativos Total
Machos 9 92 101
Hembras | 4 95 99

Total 13 187 200
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- raza: no se detectaron diferencias significativas.

Raza | Positivos Negativos Total
Pastor Alemdn L 3 41 44
Mestizo 3 42 45
Otras razas 7 104 i1
Total 13 | 187 200

- presencia de garrapatas: relacion estadisticamente significativa entre la

infestacion por garrapatas y la existencia de seropositividad {p <0.05).

Presencia de garrapatas Positivos Negativos N Total
Si 11 91 102

No 2 96 98

Total 13 187 200

- convivencia con otros perros: no se detectaron diferencias significativas.

Convivencia con otros Positivos Negativos Total
perros
) 1
Si 1 ! 31 32
No 12 156 168
Total 13 187 200
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- convivencia con perros con sintomas de ehrlichiosis: no se detectaron
diferencias significativas.

Convivencia con perros con Positivos Negativos Total
sintomas
Si 0 6 6
No 13 181 194
Total | 13 187 200

- convivencia con otros perros diagnosticados de ehrlichiosis: no se
detectaron diferencias significativas.

rConvivencia con perros Positivos Negativos Total
con ehrlichiosis
Si 0 I 13 13 N
No 2 185 187
Total 2 198 200

- tipo de vivienda (piso, chalet, finca, criadero o jauria): no se detectaron

diferencias significativas.

Tipo de vivienda Positivos Negativos Total
Piso 11 138 149
Chalet 1 37 38
Finca 1 10 11
Criadero 0 2 2
Jauria 0 I 0
Total 13 187 200
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- cambios de residencia (ausencia, ocasionales o periddicos): no se detectaron

diferencias significativas.

Cambios de Positivos Negativos Total
residencia
Si 3 43 46
Ocasionales 4 89 93
Periodicos 6 55 61
Total 13 187 200

- aptitud del animal (compaiiia, caza, guarda o pastor): no se detectaron

diferencias significativas.

Aptitud Positivos Negativos Total
Compaitia 10 151 161
Guarda I 20 21
Caza 2 16 18
Pastor 0 0 0

Total 13 187 200

- habitat (urbano, periurbano y rural): relacion estadisticamente significativa

entre el habitat periurbano y la presencia de seropositividad (p < 0.05).

Habitat Positivos Negativos Total
Urbano 5 141 146
Periurbano 7 30 37
Rural 1 16 17
Total 13 187 200
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- zona de residencia dentro de la Comunidad de Madrid (norte, sur, este,
oeste y centro de la capital, norte, sur, este y oeste de la Comunidad Auténoma): no

se detectaron diferencias significativas.

{1 casos positivos

Zona ( Positivos f Negativos Total

Norte (capital) 1 18 19
Sur (capital) 0 I b} 5

Este (capital) | 1 14 15
Oeste (capital) 0 11 11
Centro (capital) 3 67 70
Norte (C.A.M.) 3 N 38 41
Sur (C.A.M.) 2 { 11 13

! Este (C.A.M.) 2 _ 12 14
QOeste (C.A.M.) 1 11 12

Total 13 187 200
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En cuanto al estudio de seroprevalencia de 2 zonas concretas de la

Comunidad Auténoma de Madrid, los resuitados obtenidos fueron los siguientes:

- Aranjuez: de los 93 sueros analizados, 6 fueron positivos lo que supone una

prevalencia del 6.45+2.55%.

- Navalcarnero: de 76 muestras, 3 resultaron positivas, por lo que la

seroprevalencia encontrada en dicha zona fue del 3.95+2.23%.

Estas tasas no presentaban diferencias significativas con la obtenida para toda
la Comunidad de Madrid.

158



5. Discusion






DISCUSION

5.1. ESTUDIO CLINICO

5.1.1. CONCURRENCIA DE EHRLICHIOSIS CON OTROS PROCESOS
PATOLOGICOS

La presentacién de concurrencias de ehrlichiosis con otros procesos ha sido
descrita con cierta frecuencia asocidndose a las posibles alteraciones que, en la respuesta

inmunitaria, se desarrollan en el curso de este proceso (Greene, 1995).

En la bibliografia se suele encontrar asociada, fundamentalmente, a 12 babesiosis
canina (Donatien y Lestoquard, 1937; Bool y Sutméller, 1957; Ewing y Buckner,
1965a; Klag et al, 1991; Matthewman et al, 1993). Pese a ello, en nuestro caso tan sélo
hemos detectado 4 casos de babesiosis y ehrlichiosis. Este hecho podria venir motivado
por la relativamente baja prevalencia de babesiosis encontrada en perros de la provincia
de Madrid (Meana et al, 1993). Tanto en el caso de este proceso como en el de
hepatozoonosis y hemobartonelosis, 1a existencia de concurrencias se explica ficilmente

por la coincidencia de sus vectores.

En nuestro estudio la presentacién conjunta de ehrlichiosis y leishmaniosis canina
ha sido observada mucho mds a menudo, probablemente debido a la mayor prevalencia
de leishmaniosis en nuestra drea geogrifica (Amela et al, 1995). Por otro lado, la
existencia de alteraciones a nivel inmunitario en la leishmaniosis (Abranches et al,
1991) también podria favorecer la instauracién de otros procesos, entre los cuales
podria estar la ehrlichiosis. Entre los casos detectados por nosotros, se encuentran

perros sometidos a una terapia especffica frente a la leishmaniosis, en los que la
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evolucién post-tratamiento no es todo lo buena que cabria esperar. Asi, en estos
animales el proteinograma no termina de normalizarse debido a que la
hiperglobulinemia también estaria producida por la ehrlichiosis. Una vez diagnosticados
de ehrlichiosis y tratados frente a ella, su evolucién suele ser similar a la de aquellos

animales que no presentan concurrencia de estos dos procesos.

En cuanto a los casos de ehrlichiosis y hepatozoonosis, este tiltimo proceso se
diagnosticé etiolégicamente en extensiones sanguineas, si bien la ausencia de
sintomatologia locomotora, caracteristica de la enfermedad (Barton et al, 1985), no nos

hizo sospechar clinicamente de la presencia del mismo.

La concurrencia de ehrlichiosis y moquillo ha sido encontrada de un modo
esporddico; en los 3 casos descritos, se trataba de perros con moquillo que tenian
antecedentes de picadura por garrapatas y que presentaban algin sintoma compatibie
con ehrlichiosis. Sin embargo, debido a su baja frecuencia de presentacién, seria
necesario el estudio en el futuro de nuevos casos con el fin de conocer mejor los

mecanismos patogénicos de esta concurrencia.

5.1.2. CUADRO CLINICO DE LA EHRLICHIOSIS CANINA

Como ya ha sido sefialado en la revisién bibliogrifica, cldsicamente se
distinguen tres fases en la patocronia de la ehrlichiosis canina: aguda, subclinica y
crénica. Para cada una de estas fases se describe un cuadro clnico con predominio de
una sintomatologia concreta (Huxsoll et al, 1972; Troy y Forrester, 1990; Woody y
Hoskins, 1991). Sin embargo, la presentacién de un elevado y variable niimero de
sintomas y alteraciones biopatoldgicas dificulta muchas veces la diferenciacién de estas
fases. Ademds, muchos de los sintomas descritos para este proceso, tales como

adelgazamiento, fiebre, anorexia, apatfa, procesos respiratorios y hemorrdgicos pueden
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aparecer tanto en la fase aguda como en la crénica (Troy et al, 1980; Hribernik et al,
1986; Gilbert et al, 1992).

La fase subclinica es, tedricamente, la mds sencilla de clasificar debido a la
ausencia de sintomas que la caracteriza (Woody y Hoskins, 1991). En nuestro estudio,
el 8,18% de los perros con ehrlichiosis no presentaban sintomatologia alguna, por lo
que, posiblemente, podrfan ser incluidos en esta fase. A pesar de ello, algunos animales
en fase crénica leve o incluso en fase aguda presentan una sintomatologia casi
inaparente, por lo que puede pasar totalmente desapercibida. De todos modos, hemos
encontrado perros adultos tedricamente asintomdticos que, tras ser sometidos a
tratamiento, recobraron una vitalidad que previamente habian perdido y que no habia
sido detectada por los duefios del animal. Estos casos tienen una gran importancia desde
un punto de vista epizootiolgico ya que pueden comportarse como reservorios de la
enfermedad.

La virulencia de la cepa de E.canis, 1a duracién del proceso, el grado de
respuesta del perro afectado, su edad y raza son factores que determinan la evolucién
de la enfermedad con la presentacién de un mayor o menor nimero de manifestaciones
clinicas (Nyindo et al, 1980; Greene y Harvey, 1984).

Todos estos factores, unidos al desconocimiento en un gran niimero de casos del
tiempo transcurrido desde el momento de la infeccién, hacen que pocas veces
dispongamos de los elementos necesarios para situar a cada enfermo en una de estas

fases de la infeccién.

Por este motivo, y de acuerdo con distintos autores (Kuehn y Gaunt, 1985;
Woody y Hoskins, 1991), los resultados obtenidos en nuestro estudio clinico de la
ehrlichiosis canina de presentacién natural han sido analizados conjuntamente, sin

diferenciar el periodo de la enfermedad en el que se encuentra cada caso.
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Entrando ya a comentar los resultados obtenidos, el mimero de sintomas
identificados en relacién con la ehrlichiosis canina supera los 50, lo cual viene a
corroborar los hallazgos de diferentes investigadores acerca de los aspectos clinicos de
esta enfermedad (Kuehn y Gaunt, 1985; Troy et al, 1980; Waddle y Littman, 1988;
Woody y Hoskins, 1991).

Entre los 157 casos con sintomatologfa, comprobamos come el cuadro clinico
predominante es el clasificado como sintomas generales, observados en mas del 75%
de los casos. A continuacién nos encontrariamos las manifestaciones respiratorias,
oculares y cutdneas con una presentacién de entre el 35 y el 40%. Un tercer grupo
estarfa formado por los sintomas locomotores y digestivos con una frecuencia en torno
al 25% y, finalmente, con una presentacidn ain menor los sintomas urinarios y

reproductores.

Sin duda alguna, la predominancia de cuadros inespecificos es tipica de la
ehrlichiosis canina (Woody y Hoskins, 1991). De todos los sintomas observados en
nuestro estudio, los m4s habituales han sido la apatia, la adinamia y la pérdida de peso,
todos ellos englobados en este grupo, con una presentacién superior al 50% de los
animales. Dentro de este mismo grupo de sintomas generales, también es muy
importante la frecuencia con la que se pueden observar anorexia y fiebre. Estos
resuitados coinciden con los de otros autores, los cuales senalan todos estos signos
clinicos como los mds observados en infecciones naturales (Kuehn y Gaunt, 1985;
Waddle y Littman, 1988); la explicacién a esto puede estar, como ya hemos comentado,
en la persistencia de este tipo de sintomas a lo largo tanto de la fase aguda como de la

crénica,

Hemos encontrado la existencia de relacién estadisticamente significativa entre
la presentacién de sintomas generales y de sintomas respiratorios y oculares. Este hecho

puede deberse al elevado mimero de casos que presentan al mismo tiempo cuadros

164



DISCUSION

inespecificos unidos a un exudado oculonasal, en las fases agudas y crénicas.

También se asocia en nuestro estudio la presencia de sintomas generales con la
de cuadros urinarios y digestivos; este hallazgo puede explicarse ficilmente ya que, por
un lado, entre los sintomas generales se incluyen las hemorragias y, por otro, en los
cuadros digestivos y urinarios se engloban la hematuria y la hematoquezia
respectivamente.

La frecuencia de presentacién de hemorragias (35,67%) es similar a la
encontrada por otros autores (Kuehn y Gaunt, 1985; Waddle y Littman, 1988), si bien
en otra serie de casos clinicos se observa mds a menudo (Troy et al, 1980). El hecho
de que el recuento plaquetario haya sido empleado, en ocasiones, como un paso previo
para la realizacién de técnicas especfficas de diagndstico de ehrlichiosis puede provocar
una sobreestimacidon de la incidencia de trombocitopenia y, por tanto, de sintomas
hemorrédgicos en estudios sobre infeccién natural (Woody y Hoskins, 1991). Asi,
algunos autores han encontrado frecuencias de hemorragias incluso inferiores a las
observadas por nosotros en este trabajo (Price et al, 1987).

Dentro de los signos hemorrdgicos suele destacar, por su elevada frecuencia de
presentacion, la epistaxis (Price et al, 1987; Troy y Forrester, 1990). Sin embargo, las
referencias concretas en cuanto a la incidencia de los diferentes sintomas de este tipo
son escasas. En nuestro caso 41 de los 61 perros con hemorragias (un 67,21%)
presentaban epistaxis. Ademds, diferentes perros no incluidos en este estudio por
presentar también leishmaniosis presentaban episodios peridédicos de epistaxis pese a
estar tratados, con antimoniales y alopurinol, y controlados de un modo rutinario. Estos
hechos deben sugerirnos que la epistaxis es un sintoma a tener en cuenta de cara al
diagndstico de la ehrlichiosis canina en nuestra drea geogrdfica. También nos parece
interesante sefialar, en algunos perros sin epistaxis, la existencia de una pequefias

ulceras en la parte mas externa de la cara lateral de las fosas nasales.
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El resto de los sintomas hemorrigicos aparecen con menos frecuencia,
destacando entre ellos la presencia de petequias y equimosis, hematuria, hematoquezia
y hemorragia subconjuntival. Estos sintomas, a menudo, aparecieron asociados a
epistaxis. En contraste con lo detectado por otros autores (Troy et al, 1980), no hemos
detectado ningin caso de hematomas producidos tras extraccién sanguinea o tras
inyeccién de firmacos.

Los resultados obtenidos muestran que la hepato y esplenomegalia, consecuencia
directa de la patogenia de este proceso, se presentan en aproximadamente un 15% de
los perros con ehrlichiosis. Aunque la esplenomegalia ha sido descrita incluso hasta en
un 37% de los casos, los estudios al respecto se han realizado en una poblacion de 27
animales (Waddle y Littman, 1988). Estas alteraciones no siempre son apreciables, por
lo que no es extrafio encontrar variaciones en los distintos trabajos publicados (Troy et
al, 1980; Kuehn y Gaunt, 1985).

Sin embargo, existen otros datos facilmente detectables por técnicas exploratorias
rutinarias; en este sentido cabe destacar, en la exploracién de perros con ehrlichiosis,
la presencia de mucosas anémicas y de linfadenomegalia. Aunque se trata de signos
claramente inespecificos, éstos pueden ayudarnos a la elaboracién de un diagnéstico de
presuncién. Los 4 animales con mucosas congestivas presentaban, en el momento de

la exploracién, un sindrome febril con temperaturas superiores a los 40°C.

En cuanto al aparato locomotor, los sintomas mas frecuentemente encontrados
por nosotros son las cojeras, si bien éstas no solian ser el motivo de consulta vy,
unicamente, eran resefiadas por los duefios como un dato que recordaban al ser
interrogados en la anamnesis. Normalmente se trataba de un sintoma de poca intensidad
¢ intermitente. En los casos en los que se realizé un estudio radiolégico complementario

no se observd alteracién alguna.
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La sintomatologia articular, en especial los casos de artritis, se ha asociado
mucho mis frecuentemente con infecciones por E.ewingii (Anderson et al, 1992b). El
nimero de casos en los que detectamos artritis fue bajo, no pudiendo observarse, en su
liquido sinovial, cuerpos de inclusién de Ehrlichia ni en células mononucleares ni en
polimorfonucleares. Segun nuestros resultados, la presencia de procesos articulares se
ha asociado fundamentalmente con cuadros oftalmolégicos y cutineos y con
sintomatologia relacionada con el aparato urinario; llama poderosamente 1a atencién la
asociacién de cojeras con sintomas oculares, pese a lo cual no encontramos una

explicacion légica al respecto.

Por otro lado, no hemos podido diagnosticar ninguin caso de polimiositis
asociada a ehrlichiosis canina. Los animales incluidos en el epigrafe de atrofia muscular
presentaban, todos ellos, una importante pérdida de peso.

Los procesos neuroldgicos descritos en la ehrlichiosis son muy variados, pero
su presentacién suele ser esporddica (Troy et al, 1980; Meinkoth et al, 1989). Nosotros
hemos encontrado algunos animales con ataxia, si bien, como ya hemos comentado, se
trataba de enfermos con anemias muy marcadas y con un estado de depresion
importante. No obstante, la frecuencia de perros con estos sintomas es muy parecida
a 12 de otros estudios clinicos (Troy et al, 1980; Waddle y Littman, 1988). La presencia
de convulsiones, en 4 individuos, remitié con tratamiento especifico frente a
ehrlichiosis; sin embargo, no se realizé en ninguno de ellos un andlisis de liquido

cefalorraquideo, recomendado en estos casos.

Diferentes sintomas oftalmolégicos han sido descritos en el curso de la
ehrlichiosis (Troy et al, 1980; Hoskins et al, 1983). La presencia de un exudado tanto
a nivel ocular como nasal puede presentarse en las fases aguda y crénica (Huxsoll et
al, 1970b; Codner et al, 1985). La frecuencia encontrada por nosotros, superior al

30%, sugiere que éste podria ser otro de los sintomas a tener en cuenta en el
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diagnéstico de este proceso. Muchas veces esta secrecion se acompana de conjuntivitis
(Kuehn y Gaunt, 1985). La presentacién de uveitis anterior es similar a la encontrada
por otros autores (Troy y Forrester, 1990); debido a su frecuente presentacidn bilateral,
la ehrlichiosis canina debe ser incluida en el listado de diagndsticos diferenciales en este

tipo de casos.

La presentacién simultdnea de sintomas oftalmolégicos (en concreto, uveitis) y
cutdneos podria deberse a la existencia de mecanismos inmunomediados que podrian
influir de un modo parecido en la instauracién de los dos cuadros; de hecho, ambos se
describen, fundamentalmente, en fases crénicas del proceso en los que la respuesta
inmunitaria es exacerbada. También las alteraciones oftalmoldgicas se han asociado,
principalmente, a problemas respiratorios, 1o cual puede estar motivado, como ya
hemos comentado, por la frecuente aparicién de un exudado oculonasal. Cabe destacar,
en este sentido, que casi todos los animales que presentaban secreccion nasal, también
tenfan esta misma secreccion a nivel ocular; sin embargo, la situacién contraria no se
daba. Esto explica que la frecuencia de presentacién del exudado nasal sea ligeramente

inferior a la del ocular.

Continuando con los sintomas respiratorios, la disnea en algunos animales se
debia a la existencia de procesos anémicos graves que motivaban la aparicién de
taquipnea y fatiga. Por otra parte, los procesos neumonicos intersticiales se han
asociado con ehrlichiosis repetidas veces (Huxsoll et al, 1970b; Codner et al, 1985).
La neumonia, en ocasiones complicada por infecciones secundarias, justificaria la
existencia de cuadros tanto de disnea como de tos. Las frecuencias de presentacién de

estos procesos son similares a las descritas por otros autores (Kuehn y Gaunt, 1985).

La frecuente presentacién conjunta de cuadros respiratorios y digestivos y, por
otra parte, de cuadros respiratorios y urinarios, sélamente viene a reafirmar el elevado

nimero de casos en los que se presenta un cuadro clinico con sintomas vanados.
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Los sintomas digestivos no suelen ser muy habituales y se han limitado, casi
exclusivamente, a la presencia de hematemesis y de sangre en heces en animales con
tendencias hemorrdgicas (Hildebrant et al, 1973b; Woody y Hoskins, 1991). En nuestra
serie clinica, hemos detectado un importante nimero de perros con diarrea no
sanguinolentas. También se han diagnosticado diferentes casos de diarrea de tipo
crénico, fundamentalmente de intestino grueso. Desde un punto de vista histolégico, en
el curso de la ehrlichiosis puede aparecer, en la ldmina propia y en la submucosa
intestinal, un infiltrado de células plasmdticas y linfocitos similar al detectado en otros
6rganos (Ewing, 1969; Hildebrant et al, 1973b). Este infiltrado podria jugar un papel

importante en la patogenia de los procesos diarreicos encontrados en nuestro estudio,

En un caso en el que tuvimos ocasién de llevar a cabo una colonoscopia con
toma de biopsias, detectamos un infiltrado linfoplasmocitario en la mucosa del colon.
Dicho infiltrado podria ser simplemente un hallazgo similar al que podemos encontrar
en otros 6rganos en perros con ehrlichiosis. Sin embargo también cabe la posibilidad
de que E.canis pueda- actuar como antfgeno a nivel de la mucosa coldnica dando lugar
a una colitis linfoplasmocitaria. Si bien son necesarios nuevos estudios al respecto, los
procesos inflamatorios crénicos de intestino grueso podrian ser incluidos dentro del
listado de cuadros asociados con ehrlichiosis canina.

En cuanto a los sintomas relacionados con ¢l aparato urinario, obviamente, la
clasificacién de polidipsia y poliuria en este grupo es artificial, debido al gran niimero
de procesos que pueden cursar con este sindrome. Sin embargo, debemos constatar que,
practicamente todos los casos que presentaban estos sintomas, tenian insuficiencia renal.
La mayoria de los animales adn no tenfan anorexia, conservando un estado general que
no era excesivamente depauperado. El porcentaje de perros con vémitos es ligeramente
inferior al de casos con sintomatologia relacionada con el aparato urinario, lo cual
podria considerarse légico puesto que la presentacién de vémitos ocasionales se ha
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descrito, fundamentalmente, en perros con insuficiencia renal (Troy y Vulgamott, 1980;
Woody y Hoskins, 1991).

Hasta hace poco, 1a linica sintomatologia relacionada con la piel eran petequias
y equimosis en diferentes zonas (Walker et al, 1970; Troy y Vulgamott, 1980; Waddle
y Littman, 1988; Perille y Matus, 1991). Tan solo en una serie de casos se habfan
encontrado algunos perros con alopecia y con dermatitis (Price et al, 1987), en los
cuales se producia una mejoria clinica tras el tratamiento, si bien los autores la

consideraban simplemente un reflejo de la evolucién general de los pacientes.

En nuestro estudio el dato mds sorprendente, sin duda alguna, es la alta
frecuencia con la que se presentan sintomas cutdneos (38,01%). Recientemente se ha
descrito en nuestra drea geogrdfica un caso de ehrlichiosis asociado con problemas
cutdneos y con remisién del cuadro tras la instauracién de un tratamiento especifico con
dipropionato de imidocarb (Sagredo et al, 1994),

Los procesos cutdneos detectados han sido dermatitis localizadas en diferentes
zonas, fundamentalmente en las regiones dorsal e inguinal, la cara interna de las
extremidades y su tercio distal. Las lesiones eran, frecuentemente, alopécicas con un
intenso eritema y descamacién; también hemos encontrado lesiones de tipo papulo-
pustulo-costrosas. En algunos casos las almohadillas plantares presentaban disqueratosis.
Estas lesiones se asemejaban a las producidas por reacciones de hipersensibilidad y, de
hecho, en algunos casos esta hipdtesis se confirmé histolégicamente, Estos fendmenos
de hipersensibilidad podrian estar asociados con la existencia de una respuesta

inmunitaria de tipo humoral exacerbada, fundamentalmente durante la fase crénica.

La presencia de sintomas reproductores en la ehrlichiosis canina no ha sido
tenida en cuenta hasta hace relativamente poco tiempo (Woody y Hoskins, 1991). En

cuanto a los machos hemos encontrado, esporddicamente, edema de escroto que solia
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tener presentacién aguda y, en ocasiones, era la causa por la que se acudia a la
consulta. En un animal, en estado muy avanzado de la enfermedad, pudimos observar

necrosis de escroto.

Ademads del escroto, se han descrito edemas en otras zonas orgdnicas como las
extremidades (Huxsoll, 1975; French, 1988; Bonnard y Dralez, 1990), pese a lo cual

no hemos tenido oportunidad de observar ningun caso con esta sintomatologia.

En las hembras la frecuencia de presentacidn de patologfa relacionada con el
aparato reproductor no es muy elevada. Ademds, al igual que hemos encontrado perras
con antecedentes de abortos, también otras habfan parido varias veces sin problema

alguno, por lo que no podemos sacar ninguna conclusién al respecto.

Los cuadros reproductores han mostrado una relacién estadisticamente
significativa con la existencia de sintomas urinarios y cutdneos, si bien serian necesarios

nuevos estudios que confirmaran estos hechos.

5.1.3.ASOCIACION ENTRE LA SINTOMATOLOGIA Y OTROS
FACTORES

Raza

La predisposicién de la raza Pastor Alemdn al padecimiento de formas crénicas
severas ha sido descrita en diferentes trabajos experimentales (Huxsoll et al, 197'0b;
Buhles et al, 1974). En nuestro estudio, debido a la gran diversidad de razas en las que
hemos encontrado ehrlichiosis, hemos tenido una gran dispersion de los resultados sin
poder llegar a establecer relaciones significativas entre la sintomatologia y la raza. Este

hecho tampoco es de extrafiar si tenemos en cuenta que los estudios clinicos al respecto
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no han encontrado una relacién directa entre ambos factores (Troy et al, 1980; Kuehn
y Gaunt, 1985; Codner y Farris-Smith, 1986).

Sexo

La mayoria de las asociaciones encontradas entre diferentes sintomas y un
determinado sexo no llegan a ser significativas por lo que deben ser estudiadas de un
modo mds profundo y con un mayor nimero de casos. Sin embargo, nos parece
interesante comentar la especial predisposicién de los machos (con una relacién casi

significativa) a presentar sintomas oftalmoldgicos, especialmente uveitis, y hemorragias.

Por otro lado, nuestros resultados sugieren la posible existencia de una
asociacion estadisticamente significativa entre la presentacién de convulsiones y el sexo.
A pesar de que la frecuencia de presentacién de este sintoma es tan sélo de 4 casos,

todos ellos se dan en hembras.
Edad

En cuanto a la edad, casi todas las asociaciones halladas se refieren a la
presentacién de sintomas generales en animales jévenes. De hecho, nos encontramos
una relacién casi significativa entre este tipo de sintomas y el grupo de edad de 0 a 2
afios. As{ mismo, hemos observado relaciones similares entre este grupo de edad y
anorexia, adelgazamiento y adinamia. Posiblemente en ello influya el hecho de que
estos animales presentan, habitualmente, una gran vitalidad y dinamismo por lo que al
verse afectados por este proceso, estos sintomas pueden detectarse de un modo muchoe

mds claro que en animales adultos.

Por otro lado, también llama la atencién que los 4 casos con convulsiones se

presentaron en perros de 5 y 6 afios,
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Titulo de anticuerpos

Tal y como ya hemos comentado, el titulo de anticuerpos aumenta
progresivamente durante el curso de la enfermedad (Greene y Harvey, 1984) por lo
que, aungue no de un modo exacto, puede servirnos de referencia, junto con la
hiperproteinemia, para tener una idea aproximada del tiempo transcurrido desde la
infeccién, orientdndonos acerca de la fase de la enfermedad en que se sitia cada caso

clinico.

Tras analizar los 14 casos asintomdticos, los titulos de anticuerpos que
presentaban eran, siempre, mayores de 1/640; en concreto, el 50% de ellos mostraban
un titulo de 1/10240. En consecuencia, estos casos podrian incluirse en la fase
subclinica de 1a enfermedad, en la que sélo se apreciarian alteraciones biopatolégicas
con elevados titulos de anticuerpos (Woody y Hoskins, 1991).

Por otra parte, de los 18 casos en los que iinicamente se observaban sintomas
generales, 7 de ellos tenfan titulos inferiores a 1/2560, los cuales podrian haber sido
detectados en fase aguda de la enfermedad. Los 11 restantes tenian titulos mds altos por
lo que podrian ser incluidos dentro de una forma crénica leve, en la cual suelen
aparecer \inicamente estos sfntomas inespecificos con una intensidad relativamente baja
(Troy et al, 1980; Hibler et al, 1986; Gilbert et al, 1992).

Adema4s, hemos encontrado una relacién significativa entre la presentacién de
titulos de anticuerpos no demasiado elevados y ciertos sintomas como los neurolégicos
y, en concreto, la ataxia, si bien el mimero de casos no es lo suficientemente grande

como para sacar conclusiones al respecto.

Por otro lado, la esplenomegalia se presenta, sobre todo, en perros con titulos
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muy altos. Esto podria deberse a que la hiperplasia esplénica que se desarrolla en la
ehrlichiosis necesita un cierto periodo de tiempo para poder ser detectada clinicamente.

También hemos encontrado que ciertos sintomas reproductores como la
metrorragia y los abortos se han presentado casi exclusivamente en animales con tasas
de anticuerpos muy elevadas, lo que podria significar que este tipo de sintomas pueden
estar influidos por el tiempo transcurrido desde la infeccién y por la existencia de una
respuesta inmunitaria muy acusada, pero inefectiva. De todos modos, es poco lo que
se conoce al respecto de estos cuadros reproductores (Woody y Hoskins, 1991).

Por ltimo, incluimos la existencia de una relacién casi significativa (p < 0.1)
entre petequias y hemorragias y titulos muy altos. Esta relaciéon puede confirmar el
hecho de que, aunque los sintomas hemorrdgicos pueden presentarse tanto en fases
agudas como crénicas, su frecuencia es mucho mayor en estas ultimas (Troy y
Forrester, 1990).

5.2. ESTUDIO BIOPATOLOGICO

5.2.1. HEMATOLOGIA

Serie roja

Aunque no existe alteracién en el valor medio del mimero de glébulos rojos

respecto a los valores fisiolégicos, es interesante interpretar nuestros resultados

atendiendo a la clasificacién de estos recuentos eritrocitarios.

De los 93 casos incluidos en nuestro estudio, 46 presentaron una cifra en el

recuento de hematies inferior a lo normal, lo que representa casi el 50%. De éstos, 7
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casos presentaron una anemia marcada. La relacién entre las alteraciones en el recuento
de gldbulos rojos y el valor hematocrito y la hemoblogina es, 16gicamente, clara. Estos
resultados concuerdan con el estudio clinico, en el cual algo mds del 35% de los perros
presentaban, a la exploracidn, palidez de mucosas. La diferencia existente entre estas
dos frecuencias podria explicarse por el hecho de que aquellos animales que presentan

anemias ligeras, posiblemente mostrardn una coloracién normal en sus mucosas.

Los datos reflejados en nuestro trabajo arrojan una incidencia de anemia en
perros con ehrlichiosis (49.46%) ligeramente inferior a la mostrada en diferentes
estudios clinicos (Troy et al, 1980; Kuehn y Gaunt, 1985; Waddie y Littman, 1988).
La seleccién de los casos en nuestro estudio estaba basada, fundamentalmente, en la
seropositividad frente a E.canis por IFI. A diferencia de otros estudios, en el nuestro
no todos los perros presentaban sintomatologia clinica, por lo que éstos podrian estar
padeciendo una forma subclinica; en esta fase subclinica, algunos trabajos no describen
ningiin caso de anemia (Codner et al, 1985), lo cual puede expticar que la frecuencia
encontrada por nosotros sea inferior.

Como hemos comentado en el apartado de resultados, con el fin de conocer los
tipos de anemias que pueden presentarse en animales con ehrlichiosis, hemos estudiado
las posibles combinaciones de VCM y CMHC en los perros anémicos. Estos dos indices
pueden ayudarnos, en ausencia del recuento de reticulocitos, a diferenciar entre anemias

regenerativas y no regenerativas (Tvedten, 1994).

Los resultados nos muestran un claro predominio de anemias con VCM normal
y CMHC normal (65.22% de los casos). Las anemias normociticas y normocrémicas
suelen ser de tipo no regenerativo; en estos casos no existe una cantidad suficiente de

reticulocitos como para encontrar un VCM elevado o una CMHC disminuida.

La presencia de anemias no regenerativas es tipica de la fase crénica de la
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ehrlichiosis debido, fundamentalmente, a la existencia de una hipoplasia o aplasia
medular (Codner y Farris-Smith, 1986; Woody y Hoskins, 1991). Sin embargo, entre
los casos con anemia normocitica y normocroémica también pueden encontrarse perros
con hemorragias recientes, debido a que la médula dsea aiin no ha tenido tiempo para

responder.

El segundo gran grupo de anemias estaria formado por aquellas con VCM alto
y CMHC baja (un 30.43% del total); se trata de anemijas macrociticas e hipocrémicas,
es decir, las tipicas anemias regenerativas que aparecen, preferentemente, en la fase
aguda y, también, en fases crénicas leves debido a la destruccién de los hematies por

mecanismos inmunomediados (Reardon y Pierce, 1981).

Comparando la aparicién de anemias regenerativas y no regenerativas con las
de otros estudios se observa, en todos ellos, una predominancia de estas tltimas, con
una frecuencia de presentacién similar a la nuestra (Troy et al, 1980; Kuehn y Gaunt,
1985; Waddle y Littman, 1988). En este sentido, nos parece interesante comentar que,
pese a que cldsicamente se relaciona a la ehrlichiosis con la existencia de anemias no
regenerativas, la ausencia de este hallazgo no debe descartar la presencia de la
enfermedad.

También debemos comentar la presentacién de 2 casos de anemia con VCM bajo
y CMHC baja, es decir, de anemia microcitica ¢ hipocrémica. Los mecanismos
patogénicos de estos procesos estarfan relacionados con una deficiencia en hierro que
motivaria una insuficiente produccién de hemoglobina; este hecho puede aparecer en

perros con ehrlichiosis que presentan una pérdida crénica de sangre.

Para terminar, el hecho de que entre un 5 y un 10% de los casos presenten
valores mayores de lo normal en los 3 pardmetros indicadores de la serie roja, puede

estar directamente relacionado con el estado de excitacién de los animales en el
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momento de [a extraccién de sangre y, en algunos casos, con el grado de
deshidratacién. Este iltimo dato se confirma por la existencia de recuentos de leucocitos
y de plaquetas elevados.

Serie blanca

El recuento leucocitario es uno de los pardmetros més variables en el curso de
la ehrlichiosis canina (Hibler et al, 1986; Woody y Hoskins, 1991). En nuestro estudio,
la mayoria de los animales (63.44%) presentaron unos valores dentro del rango
fisiolégico establecido. Pese a que se ha encontrado un porcentaje importante de
leucocitosis, coincidiendo con otros autores (Kuehn y Gaunt, 1985; Waddle y Littman,

1988), es mucho mds frecuente la leucopenia.

Dentro del recuento diferencial debemos distinguir entre los resultados obtenidos
en ¢l recuento absoluto y en el relativo para cada tipo concreto de leucocito.

Si comenzamos, unicamente, por observar los porcentajes obtenidos en el
recuento diferencial, tanto de neutréfilos como de linfocitos, destacard por un lado la
existencia de neutropenia relativa en cerca del 35% de los casos y, por otro, la
presentacién de linfocitosis relativa en mds de la mitad de los casos estudiados. En
principio, estos datos nos sugieren la existencia de un gran nimero de perros con la

férmula invertida o cercana a la inversién,

Sin embargo, la interpretacién de estos datos variard ligeramente al estudiar los
recuentos absolutos de neutréfilos y de linfocitos. En relacion con los neutréfilos, la
mayorfa de los animales estudiados (72.04%) presentan unos valores totales incluidos
dentro del rango fisiolégico; tanto 1a neutrofilia (16.13%) como la neutropenia
(11.83%) absolutas se pueden encontrar en un nimero bastante similar de perros.

Comparando estos datos, con los obtenidos en el recuento diferencial relativo,
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observamos que el porcentaje de perros con neutrofilia se mantiene, pero un importante
nimero de individuos con neutropenia relativa tienen recuentos totales de neutréfilos

normales.

En el caso de los linfocitos, comparando el recuento total y el relativo, la
frecuencia de animales linfopénicos permanece constante. Sin embargo y al igual que
ocurrfa en el caso de la neutropenia, numerosos perros con linfocitosis relativa no

presentan realmente linfocitosis absoluta.

Algunos autores han observado que la linfopenia absoluta se presenta mads
frecuentemente que la linfocitosis absoluta en perros con ehrlichiosis (Kuehn y Gaunt,
1985; Waddle y Littman, 1988); esta linfopenia estaria causada, fundamentalmente, por
una hipoplasia medular (Hibler et al, 1986). Sin embargo, en nuestro estudio, la
linfocitosis aparece mds a menudo; este hecho podria explicarse por el predominio de
linfocitosis e hiperproteinemia en perros, en fase c¢rénica, en los que la médula ésea no
esté alin gravemente afectada (Weiser et al, 1991).

En los recuentos tanto de eosinéfilos como de monocitos, cabe destacar la
existencia de eosinopenia y de monocitopenia. En cuanto a 1a eosinopenia, si bien hasta
el momento existe un vacfo de conocimiento en cuanto al mecanismo patogénico
responsable, su frecuencia de presentacién es muy elevada y similar a la hallada por
diferentes investigadores (Waddle y Littman, 1988; Woody y Hoskins, 1991). La
monocitopenia ha sido descrita esporddicamente en algunas series clinicas (Kuehn y
Gaunt, 1985).

Teniendo en cuenta que los recuentos celulares se realizan sobre 100 leucocitos
y que tanto los monocitos como los eosindfilos habitualmente presentan valores bajos,
estas citopenias encontradas deberfan ser consideradas tan solo parcialmente,

confirmandose con recuentos de un mayor nimero de glébulos blancos.
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El porcentaje de perros con monocitosis absoluta es minimo coincidiendo, en
este sentido, con algunos autores (Waddle y Littman, 1988) y disintiendo con otros que
encuentran porcentajes mads altos (Troy et al, 1980; Kuehn y Gaunt, 1985).

Para terminar con el recuento diferencial, resefiaremos la ausencia de basofilia
en nuestros casos, la cual también ha sido descrita aunque en baja frecuencia (Woody
y Hoskins, 1991).

Plaquetas

Sin lugar a duda, la alteracién hemdtica que hemos observado mds cominmente
es la trombocitopenia, que se presenta en mas del 80% de los casos. Para algunos
autores, la incidencia de trombocitopenia en infeccién natural estd sobreestimada debido
a que la deteccién de la misma se ha empleado, en ocasiones, como paso previo para
la determinacidén de anticuerpos frente a E.canis (Woody y Hoskins, 1991}. En nuestra
opinidn, este problema ha influido en algtin estudio concreto en el que se describe
trombocitopenia en el 100% de los animales estudiados (Troy et al, 1980); no obstante,
la elevada incidencia observada por otros autores, cercana al 80% de los casos (Waddle
y Littman, 1988), es similar a la encontrada en nuestro estudio, en el cual el recuento
de plaquetas no ha influido en modo alguno en la inclusién de perros en nuestra serie
de casos. Por tanto, estas incidencias, pese a parecer exageradas, podrian reflejar con
bastante exactitud a lo que ocurre, en realidad, en los perros con ehrlichiosis de
presentacién natural.

También es interesante observar cdmo un elevado porcentaje de casos presentan
recuentos plaquetarios inferiores a 50,000/mm?, algunos de los cuales no presentan
sintomatologia hemorrdgica; estos recuentos no siempre se han correlacionado con la
presentacién de tales sintomas. Este hecho, junto con la aparicién de hemorragias en

perros con recuentos normales, puede llevarnos a la conclusién de que la presentacidn
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de estos cuadros en perros con ehrlichiosis puede ser debida a la existencia no tanto de
trombocitopenias como de alteraciones en la funcionalidad plaquetaria (Kuehn y Gaunt,
1985; Woody y Hoskins, 1991),

Pancitopenias y bicitopenias

La existencia de pancitopenia en un 15.05% de los casos estudiados supone una
frecuencia de presentacién similar a 12 mostrada por diferentes trabajos clinicos (Kuehn
y Gaunt, 1985; Woody y Hoskins, 1991); este hallazgo es tipico de la fase crénica de
la ehrlichiosis y se relaciona con un estado de hipoplasia o aplasia medular (Troy et al,
1980; Waddle y Littman, 1988). En este sentido, en nuestro trabajo no hemos
encontrado predisposicién alguna de la raza pastor alemdn, en contraste con lo referido
por otros autores (Buhles et al, 1974).

Si analizamos con detenimiento todas las combinaciones posibles en relacién con
las citopenias, observaremos que la leucopenia en ningin caso se presenta de un modo
aislado, sino que lo hace fundamentalmente en las pancitopenias, o bien, acompafiando
inicamente a la trombocitopenia. Ante esto, cabe la suposicién de que en casos de
hipoplasia medular, la serie blanca sea la ditima en verse afectada, lo cual podria
explicar la variabilidad encontrada en el recuento leucocitario, en comparacién con el
resto de lineas celulares (Troy y Forrester, 1990). El hecho de que, en nuestro estudio,
los perros con titulos de anticuerpos muy elevados, tiendan a presentar anemia y
trombocitopenia y, sin embargo, no se pueda encontrar ninguna relacién
estadisticamente significativa con los recuentos de glébulos blancos podria apoyar esta
hipdtesis.

También sorprende que, en ningiin caso, se haya detectado la concurrencia de
anemia y leucopenia exclusivamente, lo que podria deberse a que la trombocitopenia

es, de todos estos hallazgos, el mds frecuente. Igualmente debe ser tenida en cuenta la
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posibilidad de que las plaquetas sean las células mds susceptibles en aquellos casos en
los que la ehrlichiosis cursa con hipoplasia medular,

5.2.2. BIOQUIMICA SANGUINEA

Entre los hallazgos encontrados en la analftica sanguinea de perros con
ehrlichiosis ha sido destacada, por diferentes autores, la presencia de hiperproteinemia,
que puede aparecer en cualquiera de las fases de esta enfermedad (Burghen et al, 1971;
Buhles et al, 1974; Weisiger et al, 1975; Troy et al, 1980; Kuehn y Gaunt, 1985;
Codner y Farris-Smith, 1986; Davoust et al, 1991; Weiser et al, 1991). Esta
hiperproteinemia suele ser causada por una hiperglobulinemia por lo que no es de
extrafiar que, en los diferentes estudios clinicos realizados, las frecuencias de
presentaciéon de ambas sean similares, con unos vaiores cercanos al 30-40 % de los
perros enfermos (Troy et al, 1980; Kuehn y Gaunt, 1985; Waddle y Littman, 1988).

Los valores en nuestra poblacién, para estos dos pardmetros, también son muy
parecidos, lo que puede confirmar esa relacién directa entre ambos. Sin embargo, nos
hemos encontrado unas frecuencias de presentacion, tanto de hiperproteinemia como de
hiperglobulinemia, superiores a las descritas por los autores citados anteriormente. No
obstante, los resuitados hallados en la bibliograffa no son homogéneos e incluso, en
perros en fase crénica con sintomatologia clinica, se ha detectado hiperproteinemia en
el 100% de los casos (Weiser et al, 1991),

Ademds y debido a que el criterio de seleccidon en nuestro estudio se basaba,
fundamentalmente, en el diagnéstico inmunolégico y no en la sintomatologia, los
animales asintomdticos que se encuentran en fase subclinica han sido incluidos en el
mismo. Esta fase se caracteriza por la presentacién de alteraciones biopatolégicas, entre
las que destaca la existencia de hiperproteinemia (Ghorbel et al, 1993b). La
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introduccién de estos casos en nuestro trabajo podria haber incrementado la frecuencia
de hiperproteinemia e hiperglobulinemia.

La magnitud de la hiperproteinemia en nuestra poblacidn ha sido grande
observandose, en algunos sueros, incluso mds de 14.4 g/dl de proteinas totales. Estas
hiperproteinemias tan elevadas, motivadas por hiperglobulinemias, se han asociado a
la existencia de infecciones de larga duracién (Ristic et al, 1972; Weisiger et al, 1975),
lo que sugiere que un gran nimero de los casos de este estudio se englobarian en fases

subclinicas o en fases cronicas.

Se ha postulado la ausencia de una asociacién directa entre el titulo de
anticuerpos y la hiperglobulinemia en perros con ehrlichiosis (Burghen et al, 1971;
Ristic et al, 1972; Weisiger et al, 1975; Ghorbel et al, 1993). En nuestro estudio, los
perros con titulos muy elevados (1/10240) tienden a presentar hiperglobulinemia y, mds
concretamente, hipergammaglobulinemia; no obstante, aunque hemos observado esta
relacién altamente significativa (p<0.001), la férmula matemdtica que correlaciona
estos dos pardmetros presenta importantes desviaciones.

La hipoproteinemia s6lo ha aparecido, al igual que en otros trabajos (Kuehn y
Gaunt, 1985), de un modo esporddico asocidndose, en todos los casos, a
hipoalbuminemia en perros con valores de globulinas normales o bajos.

Esta hipoalbuminemia se ha descrito en diferentes fases de la ehrlichiosis
(Burghen et al, 1971; Barvey et al, 1979; Codner et al, 1986; Davoust et al, 1991),
asocidndose fundamentalmente a la existencia de proteinuria (Codner y Maslin, 1992).
En nuestro estudio, cerca del 40% de los perros controlados presentaban una
disminucién en la concentracién de albimina, dato similar al ya resefiado por distintos
autores (Kuehn y Gaunt, 1985; Waddle y Littman, 1588).
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En relacidn con las diferentes fracciones de globulinas, los niveles de alfa-
globulinas pueden aumentar, de un modo transitorio, en la fase aguda para luego
descender hasta valores normales (Burghen et al, 1971). También se ha descrito su
incremento en la fase crénica, en presencia de una gammapatia policlonal (Harvey et
al, 1979; Ghorbel et al, 1993b). Sin embargo, su incidencia no es resefiable alcanzando,
en nuestra serie, el $% de los casos. En 3 de ellos, este aumento acompaiiaba al de
otras fracciones globulinicas en perros con hiperproteinemia; sin embargo, en los 2
restantes, ambos con un titulo de anticuerpos bajo, unicamente se detectd en el estudio
electroforético de las proteinas, un aumento de la fraccién alfa, en concreto de la alfa-2-
globulina. Por tanto, en perros en fase aguda en los que el titulo de anticuerpos puede
ser dudoso, la deteccién de un aumento en esta fraccién podria ser un dato iitil de cara
al diagnéstico.

Los resultados obtenidos en relacién con las beta y gamma globulinas indican
que 1a fraccién que con mayor frecuencia se incrementa en perros con ehrlichiosis es
la gamma (en mds del 83% de los casos), ya que es en dicha fraccién en la que se
encuadran muchos de los anticuerpos producidos en el curso de la infeccién. Pese a que
en la mayoria de los perros con hipergammaglobulinemia existia una hiperproteinemia,
5 de ellos presentaban valores normales de proteinas totales, debido a la presentacién

conjunta de hipoalbuminemias severas.

El hecho de que en todos los casos con aumento de las beta-globulinas, éste se
acompanie de una hipergammagiobulinemia, subraya la alta frecuencia con la que se
puede detectar una gammopatia policlonal en esta enfermedad (Harvey et al, 1979,
Kuehn y Gaunt, 1985; Ghorbel et al, 1993b). No obstante, en 6 casos hemos detectado,
en la fraccion beta-gamma, gammopatias monoclonales compatibles con aumentos de
IgG, los cuales han sido descritos, mds raramente, en fases crénicas (Hoskins et al,
1983; Breischwerdt et al, 1987; Matus et al, 1987).
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Debido a la existencia tanto de hipoalbuminemia como de hiperglobulinemia en
perros con ehrlichiosis, no es de extrafiar que cerca del 90% de los casos incluidos en
nuestro estudio presenten un cociente albimina/globulina inferior al normal. Una vez
analizadas todas las alteraciones encontradas en relacién con las proteinas totales y
debido a la elevada frecuencia con la que se detectan, la realizacién de un
proteinograma podria ser un instrumento de apoyo importante en el diagndstico de la

ehrlichiosis canina.

En cuanto a la funcionalidad hepdtica, en ocasiones se observa un aumento,
fundamentalmente, de la ALT que a veces se acompaiia de hiperbilirrubinemia (Troy
y Forrester, 1990). La frecuencia encontrada en nuestro estudio, en cuanto a la GPT,
es similar a la encontrada por otros autores (Troy et al, 1980); sin embargo, en nuestro
caso hemos observado hiperbilirrubinemia en un porcentaje de casos mayor, si bien esta

hiperbilirrubinemia era leve en la mayoria de los casos.

Pese a que el aumento de la ALT y de Ia bilirrubina era detectado en 18 y 27
ocasiones respectivamente, el incremento simultdneo de ambos solo se producia en 8
casos (8.60% del total); esta baja incidencia podrfa deberse a que estas alteraciones
tienen lugar, sobre todo, durante la fase aguda (Troy y Forrester, 1990).

La funcionalidad renal también puede verse comprometida en perros con
ehrlichiosis. En nuestro caso, los aumentos en la urea y la creatinina por encima de los
valores normales se han detectado en un porcentaje de perros parecido al indicado en
otros estudios (Kuehn y Gaunt, 1985; Troy y Forrester, 1990).

Al igual que ocurria con los pardmetros hepdticos, el nimero de animales que
presentan un incremento simultdneo de la urea y de la creatinina es bajo, en concreto,
7 casos (un 7.53% del total). Estos aumentos podrian tener un origen prerrenal (en

deshidratacién) o renal (debido a la existencia de glomerulonefritis y plasmocitosis
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intersticial renal) (Troy et al, 1980; Breitschwerdt et al, 1987). En nuestro estudio, los
7 perros con valores elevados de urea y creatinina presentaban proteinuria e
hipoalbuminemia por lo que probablemente el origen de la insuficiencia renal estuviera
relacionado con la existencia de una glomerulonefritis inmunomediada. Esta podria ser

una manifestacién mds de la exacerbada respuesta inmunitaria que tiene lugar durante
la fase crénica de la enfermedad (Codner et al, 1992).

Los niveles de glucemia se encuentran, en casi todos los casos, dentro del rango
fisiolégico por 1o que, en principio, a este pardmetro no debe otorgirsele demasiada
importancia en perros con ehrlichiosis.

5.2.3. URIANALISIS

| De todos los resuitados obtenidos en el uriandlisis destacan, por su mayor
frecuencia, la proteinuria y la hematuria, si bien, y coincidiendo con otros autores, éstas

se han presentado tanto en presencia como en ausencia de uremia (Troy et al, 1980).

Especialmente importante nos parece ¢l hecho de que mds del 45% de los perros
con ehrlichiosis presenten proteinuria. La deteccién de 12 casos de proteinuria en un
total de 18 perros con infeccidn natural es el vinico dato clinico concreto encontrado,
en este sentido, en la bibliograffa consultada (Troy et al, 1980). En perros infectados
experimentalmente, también se detectd proteinuria, aunque sélo durante la fase aguda
(Codner y Maslin, 1992). En dicho estudio, se consideraba que esta proteinuria podia
ser un factor decisivo para la existencia de hipoalbuminemia en perros con ehrlichiosis,
si bien se consideraba necesaria la realizacién de nuevas investigaciones en otras fases
de la enfermedad.
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En nuestro trabajo hemos encontrado una relacidn estadisticamente significativa
entre la presencia de proteinuria y de hipoalbuminemia, lo cual viene a reforzar esta
hipétesis. Ademds, en nuestros casos, la proteinuria se presenta, fundamentalmente, en
casos con titulos de anticuerpos superiores a 1/1280, los cuales suelen aparecer con
mayor frecuencia en fases subclinicas y crénicas. Por todo ello, estos hallazgos nos
hacen coincidir con otros autores en cuanto a que la proteinuna y la hipoalbuminemia
pudieran estar relacionadas con la existencia de lesiones glomerulares inmunomediadas

(Troy y Forrester, 1990; Breitschwerdt, 1995).

En cuanto a la hematuria, comenzaremos comentando que la mayoria de los
perros presentaban una orina macroscépicamente normal. El hecho de que hayamos
encontrado una asociacion de la hematuria con Ia hipoalbuminemia puede indicarnos que
este dato también podria estar de algin modo relacionado con 1a lesién renal. Ademds,
la existencia de trombocitopenia no influye en modo alguno en la existencia de

hematuria, segiin los resultados de nuestro estudio.

En cuanto a la densidad urinania, en 7 casos era isostentirica; todos ellos
presentaban valores de urea y creatinina elevados y ademds en su orina se detectaba
proteinuria; los titulos de anticuerpos eran superiores a 1/1280. Estos datos nos hacen
suponer la existencia, en estos casos, de lesién renal importante en el transcurso de la

fase crénica de esta enfermedad.

El pH se hizo alcalino inicamente en 7 casos, en los que se detecté bacteriuria
la cual podia explicar este hecho.

El sedimento urinario no ha sido estudiado, hasta el momento, en profundidad
en perros con ehrlichiosis (Kuehn y Gaunt, 1985). Debido a 1a elevada frecuencia de
presentacién de proteinuria y hematuria, es légico que nos encontremos, en un 35.48%

de los casos, sedimentos considerados como patolégicos. Entre todos los hallazgos ya
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descritos en el apartado de resultados, destaca la presencia de células de pelvis y de
tibulo renales, lo cual puede concordar con lo ya expresado en cuanto a la existencia

de lesiones renales en el curso de la ehrlichiosis canina.

5.2.4. DIAGNOSTICO ETIOLOGICO

Tanto las moérulas como los cuerpos elementales no se detectan en un gran
mimero de perros con ehrlichiosis; para algunos autores el total de células
mononucleares infectadas es inferior al 1% (Cowell et al, 1988; French, 1988).

En nuestro estudio, las mérulas sélo han podido ser identificadas en un tnico
caso, 1o que supone una frecuencia de presentacién del 1.08%, similar a 1a encontrada
en otros trabajos (Kuehn y Gaunt, 1985; Woody y Hoskins, 1991). Sin embargo, los
cuerpos elementales se han detectado en un porcentaje mayor (20.43%). Todas las
referencias al respecto indican que es mucho mas frecuente observar cuerpos
elementales que mdrulas (Troy et al, 1980; Kuehn y Gaunt, 1985; Troy y Forrester,
1990; Woody y Hoskins, 1991)

Aunque la observacién de cuerpos elementales suele ser muy rara (Kuehn y
Gaunt, 1985; Troy y Forrester, 1990), algunos autores han llegado a ver estas
inclusiones en m4s del 80% de los casos estudiados (Elias, 1993). Este dato tan elevado
tendria explicacidn si pensamos que los cuerpos elementales pueden confundirse, en
algunos casos, con los grdnulos azurdfilos normales que a veces aparecen en los
linfocitos.

La deteccién tanto de mdrulas como de cuerpos elementales se describe,
principalmente, durante la fase aguda, ya que es durante la misma cuando nos

encontramos una mayor presencia de estas formas de E.camis en sangre,

187



DISCUSION

fundamentalmente en perros febriles (Troy et al, 1980; Hibler et al, 1986; Du Plessis
et al, 1990). Por ello, es légico que encontremos una relacion estadisticamente
significativa entre la ausencia de estas inclusiones y la existencia de titulos de
anticuerpos muy elevados (1/10240) compatibles con fases crénicas de la enfermedad.
No obstante, esta asociacién no descarta la observacién de inclusiones en perros con
titulo altos o en fases crdnicas; de hecho, el unico caso en el que vimos mdrulas
presentaba un titulo de 1/5120.

5.3. ENSAYO TERAPEUTICO

5.3.1. RESPUESTA CLINICA

El primer comentario que debemos realizar es que los tres protocolos empleados

en nuestro estudio dan lugar a una buena respuesta clinica en perros con ehrlichiosis.

Los datos referidos a la resistencia al tratamiento encontrados en la bibliograffa
son muy escasos; en perros con ehrlichiosis tratados con una dnica dosis de
dipropionato de imidocarb, el 16.1% de los animales no respondian al tratamiento
(Adeyanju y Aliu, 1982). En nuestro estudio, tan sélo aproximadamente un 6% de los
casos tratados no respondieron a la terapia instaurada. Estos casos presentaban
insuficiencia renal y/o aplasia medular, cuadros en los que el prondstico suele ser
desfavorable (Greene y Harvey, 1984; Woody y Hoskins, 1991).

La discordancia existente entre las distintas referencias en cuanto a la eficacia
terapéutica tanto de la doxiciclina como del imidocarb podria atender a diferencias en
la sensibilidad de diferentes cepas de Ehrlichia segin el drea geogréfica (Villemin et al,
1984); de ahi la importancia de conocer la respuesta al tratamiento en cada zona
concreta.

188



DISCUSION

En los perros resistentes al tratamiento, decidimos cambiar de protocolo, tal y
como hemos explicado en el apartado de materiales y métodos, si bien los resultados
fueron, en general, decepcionantes. Tan solo en uno de los perros tratados inicialmente
con doxiciclina observamos una respuesta favorable al cambiar a dipropionato de
imidocarb. A pesar de este hecho, debido al reducido nimero de casos resistentes que
hemos tenido ocasién de controlar y dado el mal prondstico en este tipo de pacientes,
no desaconsejamos, come tltima medida, el cambio de protocolo cuando no observamos

una mejorfa clinica y, mds ain, si el protocolo inicial ha consistido en doxiciclina.

Debemos tener en cuenta que, segiin algunos autores, la respuesta favorable al
tratamiento puede tardar incluso 6 semanas en aparecer, sobre todo, en formas crénicas
(Woody y Hoskins, 1991) por lo que no debemos precipitarnos en nuestras decisiones

en estos casos,

En relacién con aquellos perros que responden al fratamiento, no hemos
detectado diferencias sigﬁiﬁcativas entre los tres protocolos empleados en cuanto al
tiempo que tarda en aparecer la mejoria clinica siendo, en principio, cualquiera de ellos
vilido. Sin duda alguna e independientemente de Ia terapia empleada, hemos observado
cémo los animales con epistaxis suelen mejorar en un periodo muy breve (1-2 dias).
Algo similar ocurre con aquellos casos en los que la sintomatologia clinica es
inespecifica; tedricamente estos casos podrian encuadrarse en formas agudas o crénicas
leves, las cuales mejoran en 24-48 horas (Troy y Forrester, 1990), tal y como hemos

observado en nuestro estudio (fig.43).

Casi todos los casos en los que la respuesta terapéutica tard6 en aparecer m4s
de 7 dias, presentaban un cuadro clinico cutdneo con elevados titulos de anticuerpos.
En dos de estos perros no se observd una mejoria evidente hasta pasado un mes del

inicio del tratamiento. Previsiblemente los casos que tardan mds dfas en mejorar se
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deben encuadrar en fases crdnicas de la enfermedad (Woody y Hoskins, 1991), lo cual
vendria a apoyar la hipdtesis de que los cuadros dermatoldgicos se producen en estas
fases, posiblemente como consecuencia de un estimulo antigénico exacerbado y
prolongado en el tiempo.

Fig.43. RESPUESTA CLINICA FAVORABLE
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En aguellos casos que presentaban alteraciones biopatoldgicas, la mejoria clinica
siempre precedia en el tiempo a la normalizacién de los valores hematoldgicos, tal y
como ya ha sido sefialado por otros autores (Troy y Forrester, 1990).

También queremos resaltar cdmo en un perro incluido en el protocolo
terapéutico mixto obtuvimos una respuesta tanto clinica como biopatoldégica favorable,
reapareciendo nuevamente ¢l mismo cuadro a los 3 meses post-tratamiento; de nuevo
se instaurd la misma pauta, evidenciindose una mejoria tanto en la clinica como en la
analitica. En este caso, no nos consta la existencia de una nueva infestacién por
garrapatas, si bien ésta no se puede descartar. Algunos autores también han encontrado
casos similares sin poder discernir si se trata de reinfecciones o de recaidas (Van
Heerden e Immelman, 1979).
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5.3.2. EVOLUCION BIOPATOLOGICA POST-TRATAMIENTO

Titulo de anticuerpos

Los resultados obtenidos en nuestro trabajo muestran que, con los tres protocolos
empleados, se consigue un lento y paulatino descenso en el titulo de anticuerpos
(fig.44). En principio, mediante el andlisis de varianza realizado, no existen diferencias,
en la evolucidn existente, para cada uno de los protocolos con respecto a los otros dos.

Con las tres pautas, las diferencias significativas con respecto al titulo inicial aparecen
en el 8 trimestre.

Fig.44. EVOLUCION DEL TITULO ANTICUERPOS
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Algunos autores, para medir la eficacia terapéutica, creen necesario realizar un
control de inmunofluorescencia o de Western-blot 2 § 3 semanas después de finalizar
el tratamiento y, si en ese momento el titulo no baja ostensiblemente, recomiendan
tratar de nuevo (Igbal y Rikihisa, 1994). Estas conclusiones las han extraido dichos
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investigadores al observar que, en infecciones experimentales, el titulo de anticuerpos,
que inicialmente no era muy elevado, descendia a los 21-35 dias. En nuestra opinién,
tales resultados no deben generalizarse ya que, en infecciones naturales como las

estudiadas por nosotros, 1a evolucién del titulo es mucho mds lenta y progresiva.

El titulo desciende aproximadamente a los 6-9 meses y, en ocasiones, ya no es
detectable a los 12 meses (Buhles et al, 1974; Weisiger et al, 1975). En nuestro caso,
linicamente hemos apreciadoe titulos negativos en aquellos perros que antes del
tratamiento presentaban titulos inferiores a 1/2560. Estos datos coinciden con los
mostrados por otros autores que, después del tratamiento, observan una muy lenta
disminucién en el titulo de anticuerpos, si bien mds dificilmente logran hacerlos
negativos (Davoust et al, 1991; Ghorbel et al, 1993a).

En algunos animales se ha observado una persistencia de anticuerpos especificos
entre 15 y 31 meses después de ser tratados con tetraciclinas (Perille y Matus, 1991).
En nuestro estudio, independientemente de la terapia instaurada, hemos encontrado
algunos sueros con titulos altos que se han mantenido elevados hasta incluso 36 meses
post-tratamiento. Para algunos autores, el mantenimiento de titulos altos durante 9-12
meses podria ser indicativo de la persistencia de la infeccién por E.canis (Woody y
Hoskins, 1990). Sin embargo, en muchos de estos animales, la respuesta, tanto clinica
como biopatoldgica, suele ser satisfactoria; asi, nos llegamos a encontrar perros
clinicamente normales y sin alteracién alguna en su analitica, con un titulo de
anticuerpos que se mantiene elevado durante afos. En estos casos, para diferenciar un
animal curado de un portador crénico, un buen método puede ser la persistencia de
otras anomalias como la hipergammaglobulinemia o la trombocitopenia (Buhles et al,
1974). En procesos cronicos, E.canis es capaz de inducir el desarrollo y la seleccion
preferente de una poblacion clonal de células plasmaiticas, las cuales podrian seguir
estimuladas, por alteracién del sistema inmunitario, incluso tras la desaparicién de la

infeccidn (Weiser et al, 1991), si bien son necesarias nuevas investigaciones al respecto.
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Proteinograma

Las alteraciones en el proteinograma en el curso de la ehrlichiosis canina han
sido ampliamente descritas (Harvey et al, 1979; Kuehn y Gaunt, 1985; Breitschwerdt
et al, 1987; Ghorbel et al, 1993). En nuestro estudio hemos incluido la evolucién post-
tratamiento del cociente albimina/globulinas, de los niveles de albimina y de la
fraccién gamma globulinica (fig.45-47).

Fig.46. EVOLUCION ALBUMINAS
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EVOLUCION DEL COCIENTE ALB/GLO
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Tanto el cociente albimina/globulina como la fraccién gamma se han
comportado de un modo similar, encontrando alguna diferencia en funcidn del protocolo
empleado. Con cualquiera de ellos, los valores de estos dos pardmetros terminan por
normalizarse de un modo lento y progresivo. Sin embargo, al utilizar tanto el protocolo
mixto como la doxiciclina, esta normalizacién se produce mds precozmente (durante el
17 trimestre post-tratamiento) que cuando se emplea dipropionato de imidocarb (en el
B° trimestre).

En el caso de la albiimina, el grupo tratado con imidocarb presentaba, antes del
tratamiento, valores considerados como normales a diferencia de los encontrados en las
otras dos pautas. Debido a ello, su estudio se ha limitado a contemplar cémo tanto con
el empleo de la doxiciclina como con el protocolo mixto, los valores de albdmina se
normalizan aproximadamente durante el 2° trimestre, sin poder extraer ninguna
conclusidn en este sentido acerca del empleo del imidocarb,

La mayoria de los estudios indican que la normalizacidn tanto del cociente
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albimina/globulinas como de las diferentes fracciones proteicas tiene lugar de un modo
progresivo entre los 3 y 9 meses post-tratamiento (Buhles et al, 1974; Greene y Harvey,
1984; Perille y Matus, 1991; Greene, 1995). Estos datos coinciden con los encontrados
en nuestro trabajo, aunque también hemos observado algiin caso aislado en el que la
alteracién en el proteinograma persistid a lo largo de todos los controles (hasta el 8°
trimestre). En en estos perros el titulo de anticuerpos se mantuvo elevado, hecho que
podria explicarse por l1a ineficacia del tratamiento (Buhles et al, 1974).

Como ya ha sido indicado, algunos autores han postulado que la I.F.I, es una
técnica iitil para observar la eficacia terapéutica (Igbal y Rikihisa, 1994). Debido a que
el titulo de anticuerpos a menudo no se negativiza, mientras que las distintas fracciones
proteicas si lo suelen hacer, en nuestra opinién el proteinograma es una técnica de

mayor utilidad en el control de la evolucién de animales tratados.

Recuento plaguetario y eritrocitario

En general, la respuesta clinica precede en el tiempo a la normalizacién de los
pardmetros biopatoldgicos (Troy y Forrester, 1990). El momento en el que van a
desaparecer las alteraciones en la analitica depende, fundamentalmente, del estado de
la médula Ssea, si bien €ste no es un factor totalmente determinante para predecir ese
periodo de tiempo (Woody y Hoskins, 1991). Puesto que tanto el recuento eritrocitario
como el plaquetario suelen llevar una evolucién paralela tras la instauracién de un

tratamiento especifico, ambos han sido estudiados conjuntamente.

En el recuento plaquetario de nuestros perros (fig.48), la respuesta ha sido
rdpida aprecidndose normaimente en la 12 semana, un ligero aumento en el mismo, tal
y como ya ha sido sefialado por otros autores (Buhles et al, 1974). No obstante, un
reducido nimero de casos no experimentaron modificacidn alguna en su recuento hasta
pasados incluso 30 dfas.
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Fig.48. EVOLUCION DEL RECUENTO PLAQUETARIO
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La normalizacién de dicho recuenio se produjo paulatinamente hasta alcanzar
unos valores fisioldgicos al finalizar el tratamiento (aproximadamente 30 dias), tanto
en el caso de la doxiciclina como en el del protocolo mixto. Si bien tanto para la
doxiciclina como para el protocolo mixto, las diferencias respecto del recuento inicial
se hicieron significativas durante el 2° trimestre, para el dipropionato de imidocarb este
hecho se produjo algo mds tarde.

En relacidn con el recuento eritrocitario (fig.49), no podemos valorar la eficacia
del imicocarb puesto que, en ese grupo, los valores medios previos a la instauracion del
tratamiento eran normales. La respuesta terapéutica en los perros que presentaron
anemia también fue ripida en la mayoria de los casos; en la 1*-2* semana ya se
detectaban ligeros aumentos. Al igual que hemos comentado para el recuento
plaguetario, tan s6lo un escaso nimero de animales presentaron valores similares a los
iniciales hasta, incluso, 30 dias después del inicio del tratamiento. Estos casos con una
respuesta tardia tenian simultineamente anemia y trombocitopenia, por lo que ambas
alteraciones podrian estar relacionadas con la existencia de hipoplasia o aplasia medular,
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en cuyo caso el prondstico suele ser desfavorable (Woody y Hoskins, 1991). La anemia

¥ la trombocitopenia comenzaron a recuperarse al mismo tiempo, presumiblemente, por
la progresiva resolucidn del dafio medular presente hasta ese momento.

Fig-49. EVOLUCION DEL RECUENTO GLOBULOS ROJOS
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En el caso del recuento de hematies, tanto la doxiciclina como el protocolo
mixto mostraron una eficacia similar presentindose, en ambos casos, diferencias
significativas respecto del control inicial en el 4° trimestre; independientemente del
protocolo empleado, la anemia desaparecid 30 dias después del inicio del tratamiento.
Hasta el momento, las referencias encontradas al respecto, indican que este recuento
suele tardar 3-4 dias en comenzar a recuperarse en el caso de las tetraciclinas (Price y
Dolan, 1980) e incluso 1 mes en el caso del imidocarb (Adeyanju y Aliu, 1982). En
niuestra opinidn, esta diferencia en los resultados puede deberse, en unos casos, al bajo
nimero de perros controlados y, en otros, a que la respuesta diferird en funcidn de la
fase en la que se instaure el tratamiento.
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Uriandlisis

Aunque en varias referencias se describe la existencia de hematuria y proteinuria
en perros con ehrlichiosis (Troy et al, 1980; Troy y Forrester, 1990; Breitschwerdt,
1995), no hemos encontrado ningiin dato relacionado con la evolucidn post-tratamiento
de estas alteraciones. En nuestro estudio no hemos detectado, en este sentido,

diferencias entre los tres protocolos estudiados.

En la mayoria de los perros con hematuria, ésta remitié en el transcurso del 2°
trimestre post-tratamiento; sin embargo, en 3 animales que también tenian proteinuria,

ambos hallazgos se mantuvieron hasta el dltimo control efectuado en el 8° trimestre,

La proteinuria, en general, tardd mds tiempo en desaparecer y fue mayor el
niimero de animales en los que no observamos su remisién. Estos casos con proteinuria
persistente, entre los cuales se encontraban los 3 que también tenian hematuria,
presentaban hipoalbuminemia, probablemente motivada por la presentacién de lesiones
glomerulares inmunomediadas (Troy y Forrester, 1990; Breitschwerdt, 1995) que no

desaparecen pese a la instauracion de tratamientos especificos.

Deteccién de cuerpos de inclusién de E.canis

Como ya hemos comentado con anterioridad, la deteccién de estos cuerpos de
inclusidén no suele ser demasiado frecuente (Troy et al, 1980; Hibler et al, 1986; Du
Plessis et al, 1990), por lo que el hecho de no ser observados no nos permitird extraer

conclusion alguna sobre la existencia o la ausencia de infeccion.

Aunque son escasas las referencias sobre la deteccion de estos cuerpos de

inclusién tras el tratamiento, las existentes indican que suelen desaparecer de los
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leucocitos aproximadamente a los 10-14 dias (Winkler et al, 1988; Elias, 1991). En
nuestro estudio, dada ia baja frecuencia de presentacién de estas inclusiones, no hemos
podido encontrar ninguna diferencia entre los tres protocolos estudiados en relacién con
el momento en que éstas desaparecen de sangre circulante. Independientemente de la
terapia empleada, el momento en que dejaron de observarse fue, en la mayoria de los
casos tras la finalizacién del tratamiento.

Mencién especial merece un caso tratado con dipropionato de imidocarb en el
que persistieron las inclusiones hasta el segundo trimestre; en este caso, también
continuaban presentes diferentes alteraciones biopatolégicas que nos indicaron la
existencia de una respuesta inefectiva al tratamiento. La deteccién continuada de
cuerpos de inclusién de E.canis tras la instauracién de un protocolo terapéutico deberd
hacernos pensar la posibilidad de que el mismo no haya surtido el efecto esperado.

5.3.3. RESUMEN DE LA EFICACIA TERAPEUTICA

Tras analizar detenidamente los resultados obtenidos en nuestros ensayos
terapéuticos, podemos afirmar que no existen diferencias en la respuesta clinica obtenida
con cada protocolo. En cuanto a la respuesta biopatoldgica tampoco existen diferencias
estadisticamente significativas entre las tres pautas, si bien con el empleo del
dipropionato de imidocarb, pese a que los resultados finales son los mismos, el
proteinograma y el recuento plaquetario se normalizan mds lentamente.

Los protocolos descritos que emplean doxiciclina presentan grandes variaciones,
en relacién con Ia dosis empleada y la duracién del tratamiento; ésta (ltima parece ser
mds importante que la dosis o la frecuencia con que se administra el firmaco (Woody
y Hoskins, 1991). Las pautas mds cominmente empleadas tienen una duracién de,
aproximadamente, 7-10 dias (Van Heerden e Immelman, 1979; Van Heerden, 1982;
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Greene y Harvey, 1984). Sin embargo, recientemente se ha conseguido aislar E.canis
de perros con ehrlichiosis que habfan sido tratados con doxiciclina a dosis de 10
mg/kg/dfa durante 10 dfas (Igbal y Rikihisa, 1994a). Los autores de este trabajo inciden
nuevamente en la importancia de la duracién del protocolo y consideran, como una
alternativa vilida, la utilizacion de este firmaco durante 3 § mds semanas. Asi, en casos
cronicos severos se ha llegado a administrar doxiciclina durante incluso 8 semanas
(Woody y Hoskins, 1991).

En nuestra experiencia una duracién de 4 semanas debe ser la minima a utilizar,
en lineas generales, alargdndose el protocolo, incluso mds tiempo, en aquellos casos que
no mejoren de un modo rdpido. En los primeros casos que atendimos, no incluidos en
este estudio, utilizamos protocolos de menor duracién, presentando estos animales
recaidas en un breve periodo de tiempo.

El dipropionato de imidocarb suele utilizarse con unos protocolos mis
homogéneos, si bien se han empleado tanto en una sola inyeccién (Ogunkovya et al,
1981 Van Heerden y Van Heerden, 1981; Adeyanju y Aliu, 1982) como en dos
separadas por un periodo de 15 dfas (Price y Dolan, 1980). Aunque no hay descritas
grandes diferencias entre el empleo de las dos pautas, el porcentaje de perros que, en
nuestro estudio, no responden a la administracién de dos inyecciones es menor que el
obtenido por otros autores que emplean una sola dosis (Adeyanju y Aliu, 1982).

Por iiitimo, el protocolo mixto que emplea tanto doxiciclina como dipropionato
de imidocarb no aporta ninguna mejoria respecto a las pautas gue utilizan un unico
farmaco. En la prictica este tratamiento mixto se suele emplear en aquellos animales
que presentan un cuadro grave con la esperanza de obtener una respuesta mas favorable
que con otras pautas. Al igual que ocurre con los protocolos simples, hemos controlado
perros que no responden al tratamiento cuando s¢ emplea esta pauta mixia; en este

sentido, la evolucién en estos animales posiblemente no dependa tanto del protocolo
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empleado como del estado del paciente siendo, en cualquier caso, el prondstico
desfavorable. En nuestra opinidn, deben emplearse protocolos simples para poder tener
una alternativa en el caso de que no exista una buena respuesta al mismo,

5.4. ESTUDIO EPIZOOTIOLOGICO

5.4.1. ESTUDIO DESCRIPTIVO

A) Estudio de todos los sueros recibidos en el Servicio de Diagndstico de
ehrlichiosis desde enero de 1993 hasta diciembre de 1995

En primer lugar, aclararemos que la poblacidn incluida en este apartado, en
principio, es sospechosa de padecer ehrlichiosis, lo cual debe ser tenido en cuenta a la
hora de interpretar los resultados. Por ello, como luego veremos, es ldgico que el
porcentaje de sueros positivos en esta coleccidn sea muy superior al encontrado en el
estudio analitico realizado en una poblacién canina al azar,

Fig.50. EVOLUCION SEROPREVALENCIA
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La seroprevalencia encontrada nos permite decir que, de cada 5 perros con
sospecha de ehrlichiosis, aproximadamente uno es positivo a la técnica de diagndstico
empleada por nosotros. Llama la atencién el hecho de que durante el primer afio, el
porcentaje de sueros positivos sea superior al de los dos afios posteriores, existiendo
diferencias significativas entre ese primer afio y los restantes. Este hallazgo puede estar
motivado por diferentes causas. En primer lugar, no se puede descartar ¢l hecho de que
realmente la prevalencia de la enfermedad fuera superior en el afio 1993. Ademds
existen otros factores que han podido influir en esos datos. Durante este primer ano,
el nimero de sueros recibidos fue menor y posiblemente la mayoria de ellos pertenecian
a perros con un cuadro tipico de ehrlichiosis. Sin embargo, al conocerse poco a poco
la frecuente existencia de cuadros inespecificos en el curso de este proceso, es posible
que muchas muestras fueran enviadas simplemente con el fin de realizar un buen
diagndstico diferencial, aun sin tener, en muchos de los casos, una clara sospecha de

ehriichiosis.

En relaciébn con la distribucién trimestral de sueros positivos, el curso
generalmente crénico de esta enfermedad unido a la existencia de largas fases
subclinicas dan lugar a un mantenimiento de la prevalencia durante todo el afio. No
obstante, algunos autores han detectado la presencia de un mayor nimero de casos de
ehrlichiosis durante el verano y el otofio (Kuehn y Gaunt, 1985). En nuestro estudio el
periodo de tiempo en el que se detecta una menor tasa de seroprevalencia es entre enero
y marzo y el pico méximo se produce en julio-septiembre. Este hecho podrfa explicarse
porque la mayor actividad de las garrapatas tiene lugar, fundamentalmente, durante la
primavera y, también, a principios del otofio (Estrada, 1994). Teniendo en cuenta el
breve periodo de incubacion de la ehrlichiosis, no es de extrafiar que los casos agudos
se presenten, sobre todo, a finales de primavera y principios del verano y, por tanto,

la prevalencia aumenta en ese periodo del afio.
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Fig.51. SEROPREVALENCIA ESTACIONAL
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Finalmente, hemos incluido la deteccidn de casos seropositivos en diferentes
provincias espafiolas distribuidas, pricticamente, por la totalidad de la geografia
nacional. Debido a la frecuente descripcidn de R.sanguineus en Espafia (Cordero del
Campillo, 1980; Estrada, 1994), estos datos pueden indicar la existencia de ehrlichiosis
en diferentes zonas de Espafia en las que, hasta la fecha, no ha sido descrita.

B) Estudio de diferentes caracteristicas relacionadas con la epizootiologia de
la ehrlichiosis en perros diagnosticados de esta enfermedad

Al estudiar la raza de los 171 casos incluidos en este apartado, nos hemos
encontrado animales con ehrlichiosis de hasta 31 razas distintas. Los mestizos y los
pastores alemanes han sido los mds frecuentes si bien no podemos extraer conclusidn
alguna al respecto puesto que, estas razas, también son las mds habituales entre la
poblacidn canina. De igual modo, debemos reflejar que hemos detectado mds casos de
ehrlichiosis en machos, probablemente, por ¢l mismo motivo.
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En cuanto a la edad de los perros con ehrlichiosis, la distribucion de los casos
s€ aproxima a una curva normal, encontrando este proceso desde en cachorros de 1 mes

hasta en perros de 16 afos.

Es interesante reseflar como mds del 15% de los propietarios de perros con
ehrlichiosis no recordaba la presencia de garrapatas en su perro, en ningin momento
de su vida. Esto podria explicarse por el hecho de que algunas fases de las garrapatas
se visualizan con dificultad. De todos modos, algunos duefios que inicialmente
descartaban la infestacién por garrapatas en su mascota, tras ser interrogados

repetidamente, insistiendo en la importancia de este dato, indicaban lo contrario.

Si analizamos los resultados en cuanto a la conviencia con otros perros,
observaremos que mds del 40% de los individuos positivos viven con otros animales;
este dato no tendria importancia si no fuera porque, en mds de la mitad de estos casos,
los perros con los que residian también presentaban ehrlichiosis. Este hecho puede
explicarse por la existencia de un hdbitat propicio para la presencia de garrapatas comiin
para esos animales o bien por la presencia de perros portadores asintomdticos en el
entorno {Groves et al, 1975; Rikihisa, 1991a). Por todo ello, cuando realizamos un
diagnéstico de un caso de ehrlichiosis, siempre aconsejamos proceder al control de

todos los perros que convivan con el diagnosticado.

En principio puede llamar la atencidn que mds del 40% de los perros con
ehrlichiosis vivan normalmente en un piso. Esto podria ser debido al constante
movimiento de animales a otras zonas diferentes a la de su residencia habitual. Sin
embargo, al estudiar este factor, hemos observado que 27 de los casos vivian en un piso
y, ademds, no habian cambiado nunca de residencia. Teniendo en cuenta que la
presencia de R.sanguineus en parques piblicos de grandes ciudades, como Zaragoza,

ya ha sido descrita con anterioridad (Estrada, 1994), debemos pensar que enfermedades
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como la ehrlichiosis, transmitidas por este ixddido, pueden darse en perros que vivan
en un piso en el centro de una ciudad y que nunca hayan salido al campo.

La aptitud de los perros diagnosticados de ehrlichiosis ha sido muy variada, si
bien destaca la predominancia de los perros de compaiifa frente a los de caza, guarda
y pastor. Sin duda, este dato estd influenciado por el hébitat de estos animales vy,
simplemente, puede servirmos para descartar la idea preconcebida de que la ehrlichiosis
afecta, preferentemente, a animales con pocos cuidados y que no suelen emplearse

como animales de compaiiia.

La descripcion de un mayor nimero de casos diagnosticados en las zonas norte
y este de la Comunidad de Madrid y en el centro urbano puede explicarse simplemente
por tratarse de las zonas de mayor influencia de nuestro servicio de diagndstico, no
pudiendo extraer ninguna conclusién en cuanto & la existencia de una mayor prevalencia

en unas zonas que en otras; algo similar ocurre en relacién al hbitat.

Teniendo en cuenta que los pardmetros aqui resefiados han sido sometidos a un
estudio descriptivo en perros positivos, con el fin de comprobar si éstos pueden ser
considerados factores de riesgo para la presencia de infeccién, comentaremos, en el
siguiente apartado los resultados obtenidos, sobre los mismos pardmetros, en una
poblacién al azar.

5.4.2. ESTUDIO ANALITICO

La seroprevalencia de la ehrlichiosis canina ha sido estudiada en diferentes dreas
geograficas siendo, sin embargo, escasos los datos al respecto en Espafia. Debido al
brote epizootiolégico que se presentd en perros norteamericanos destacados en la guerra

del Vietnam, con relativa frecuencia, estos estudios se han llevado a cabo sobre
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poblaciones de perros militares (Nims et al, 1971; Keefe et al, 1982; Parzy et al,
1991b).

Las tasas encontradas en la bibliografia son muy variables en funcién de la
poblacién estudiada. En Estados Unidos, la prevalencia de ehrlichiosis en 1982 era
mayor en animales pertenecientes a la poblacién civil que en perros militares (Keefe et
al, 1982). Sin embargo, los datos encontrados en Senegal en 1987 eran totalmente
opuestos (Parzy et al, 1991a). Estos resultados contradictorios podrian explicarse por
la existencia de un buen programa profildctico en los perros militares norteamericanos.
De hecho, esto ha sido confirmado en perros del ejército francés en cuya poblacién ha
ido disminuyendo la tasa de seroprevalencia a medida que se instauraban diferentes
medidas de control (Davoust y Parzy, 1989).

Ademis de las medidas profildcticas instauradas, l6gicamente, también influird
el drea geografica analizada; asi, la prevalencia detectada en Senegal, Egipto, Tiinez y
en otros paises africanos ha sido siempre superior al 40% (Parzy et al, 1991a; Parzy
et al, 1991b; Brouqui et al, 1991; Botros et al, 1995).

Para algunos autores, mas que del drea geogrifica, estas tasas dependerian de
la latitud geogrifica (Keefe et al, 1982); en concreto la seroprevalencia encontrada en
zonas situadas entre 30 y 45 grados norte (en la que estarfa incluida Espafia) seria,
aproximadamente, del 13%. Los datos encontrados en territorio francés suelen ser
cercanos al 9% (Davoust, 1994),

En una muestra reducida de perros de la zona centro de Espana, se localizé un
14% de seropositividad frente a E.canis (Anda et al, 1990). Los datos encontrados por
nosotros nos indican la existencia de una prevalencia de ehrlichiosis canina durante el
afio 1994 del 6,5%. Este dato no se aleja de los descritos en dreas similares a la
estudiada por nosotros. Ademds, las tasas detectadas en dos zonas concretas de la
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Comunidad Auténoma de Madrid (Aranjuez y Navalcarnero), a partir de sueros
recogidos en campaifias de vacunacioén, son compatibles con la tasa giobal hallada en la
totalidad del territorio madrilefio.

En cuanto a la posible existencia de factores de riesgo, ni la edad ni el sexo
pueden ser considerados como tales segin nuestro estudio, coincidiendo con los
hallazgos encontrados por otros autores en diferentes poblaciones (Nims et al, 1971;
Keefe et al, 1982; Botros et al, 1993),

Se ha detectado que el pastor alemdn presenta una menor respuesta inmunitaria
celular que el Beagle (Nyindo et al, 1980). Este hecho sélo indica que los pastores
alemanes que presenten ehrlichiosis pueden, potencialmente, padecer formas mds
graves, pero no predispone a esta raza a la presentacion de [a enfermedad. Por ello, no
es de extrafiar que en nuestro estudio, como en el de otros autores (Keefe et al, 1982),
no se detecten diferencias significativas en la existencia de infeccién en funcién de la

raza.

La presencia de garrapatas, sin embargo, si es un factor predisponente para la
infeccién por E.canis 1o cual, en principio, parece bastante 16gico; este punto ya ha sido
destacado por distintos investigadores (Nims et al, 1971; Botros et al, 1995). En
estudios previos realizados por nosotros y no incluidos en este trabajo, detectamos que
en una jaurfa de perros de caza con infestacién masiva por garrapatas, localizada en la
Comunidad Auténoma de Madrid, 1a seroprevalencia alcanzaba el 66.7% de los perros
estudiados (Sainz et al, 1995). En este mismo estudio en una poblacién de perros
policia, localizados en un drea préxima pero con un programa profildctico intensivo que
dificultaba la presencia de garrapatas, la prevalencia era del 2.29%. Tales datos
sugieren que estas tasas van a depender directamente de la infestacién por garrapatas
en los perros objeto de estudio,
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Factores como el tipo de vivienda o los cambios de residencia no parecen variar
la presencia de seropositividad frente a E.canis; resultados similares hemos encontrado

en cuanto a la aptitud del animal.

La convivencia con animales con ehrlichiosis, a la vista de los resultados del
estudio al azar, parece no influir en la seroprevalencia de la misma. Este hallazgo
contrasta con el obtenido en el estudio descriptivo de los perros positivos, en el cual la
mayoria de ellos residian con otros que también tenfan la enfermedad. La diferencia
puede estar en que, en el estudio al azar, este dato fue recogido tras encuestar a los
duefios pero sin analizar al resto de animales que convivian con el que llegaba a nuestra
consulta, por lo que no podemos descartar que alguno de ellos también presentara

ehrlichiosis, aunque nunca hubiera sido diagnosticado de la misma.

A pesar de que la seroprevalencia de ehrlichiosis no parece vanar de un modo
significativo en funcién de la zona de la Comunidad Auténoma de Madrid estudiada,
no ocurre 10 mismo en relacién al hdbitat. Asi, los perros que residen en un ambiente
periurbano tienen un mayor riesgo de padecer ehrlichiosis. R.sanguineus, vector de
E.canis, parece presentar una especial afinidad por las construcciones que el hombre
realiza en zonas en donde este ixédido ya estd presente (Estrada, 1994). En este
sentido, en las dreas periurbanas, en las que habitualmente existen poblaciones
importantes de R.sanguineus, se han edificado viviendas en cuyos jardines, perreras y
cobertizos fundamentalmente, donde estas garrapatas han encontrado un hdbitat ideal
(Estrada, 1994).
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CONCLUSIONES

12, Estimamos que el 28.27+3.4% de los perros con ehrlichiosis presentan
concurrencia con otros procesos patoldgicos entre los que destaca, en nuestra drea
geogrdfica, la leishmaniosis canina.

23, La sintomatologia de la ehrlichiosis canina es muy inespecifica y variada,
destacando la aparicién de sintomas generales tales como fiebre, adinamia, apatia o
pérdida de peso en casi el 80% de los individuos afectados; ademds, entre un 35 y un
40% de los casos padecen cuadros respiratorios, oftalmolégicos, cutdneos o

hemorragicos, y un 25%, sintomatologia locomotora o digestiva.

32 Entre los sintomas cutdneos de la ehrlichiosis canina destaca la presencia de
dermatitis con hiperqueratosis y alopecias, compatibles con reacciones de
hipersensibilidad. Estos cuadros aparecen, fundamentalmente, en fases crénicas de la
enfermedad.

4%, Estimamos que los hallazgos m4s habitualmente encontrados en la analitica
sanguinea de perros con ehrlichiosis son trombocitopenia, en el 83.87+3.81% de los
casos, ¢ hiperproteinemia, en el 78.49+4.26%. La leucopenia sélo se observa
acompafiando a anemia y/o trombocitopenia. Tan sélo el 15.05+3.71% de los casos
presentan pancitopenia.

52. La proteinuria es el hallazgo mds frecuente en el uriandlisis de perros con

ehrlichiosis; dicha proteinuria estd directamente relacionada con la presentacién de
hipoalbuminemia.
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6. Tanto la doxiciclina como el dipropionato de imidocarb o el empleo conjunto
de ambos firmacos en perros con ehrlichiosis canina provocan una mejoria clinica
evidente, en la mayoria de los casos en las primeras 72 horas. Estimamos que tan sélo
el 6.4512.55% de los enfermos no responden al tratamiento y que la respuesta es mas

lenta cuando la sintomatologia es cutdnea, tardando ésta en aparecer mds de 7 dias.

7%. St bien con los 3 protocolos empleados, se¢ observa una evolucién
biopatolégica favorable similar, al emplear dipropionato de imidocarb solo, tanto el
proteinograma como el recuento plaquetario se normalizan mds lentamente.

84, El empleo conjunto de doxiciclina y dipropionato de imidocarb no aporta
avance alguno respecto del uso de cada uno de estos firmacos por separado.

9%, La seroprevalencia de ehrlichiosis canina en la Comunidad Auténoma de
Madrid, durante 1994, ha sido del 6.50+1.70%.

102, Tanto la presencia de garrapatas en el perro como la residencia en un
hébitat periurbano son factores de riesgo de infeccidn por E.canis, recomendindose el

control de los animales que conviven con un seropositivo como medida profildctica.
112, Atendiendo a la distribucién estacional de la ehrlichiosis canina, el periodo
de tiempo en el que se detecta una menor seroprevalencia es entre enero y marzo

mientras que el pico maximo se produce de julio a septiembre.

122, Se confirma, seroldgicamente, la existencia de ehrlichiosis canina en la

préctica totalidad del territorio nacional.
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RESUMEN

En el presente trabajo se realiza un estudio clinico, biopatolégico y terapéutico
de perros con ehrlichiosis canina. Se ha comparado la eficacia terapéutica de tres
protocolos diferentes: doxiciclina (10 mg/kg/dfa, por via oral, durante 28 dias),
dipropionato de imidocarb (2 dosis de 5mg/kg con un intervalo de 14 dias entre ambas,
por via subcutdnea) y el empleo conjunto de ambos formacos. Ademds, se presenta un
estudio epizootioldgico llevado a cabo en perros de la Comunidad Auténoma de Madrid.

Segiin los resultados obtenidos, el 28.27% de los perros con ehrlichiosis, de
nuestra 4rea geogrifica, presentan concurrencias con otros procesos como,

fundamentalmente, la leishmaniosis.

Tan sélo un 8,18% de los perros estudiados no presentaban sintomatologia
clinica. Esta es muy variada, destacando la aparicién de sintomas generales tales como
fiebre, adinamia, apatia o pérdida de peso en el 78.95% de los individuos afectados.
Ademds, destaca la existencia de cuadros respiratorios (39.18%), cutdneos (38.01 %),
oftalmoldgicos (36.84 %), hemorrdgicos (35.67%), digestivos (26.90%) y locomotores
(24.56%). Los cuadros cutdneos, casi inéditos en la bibliograffa consultada, suelen
cursar con dermatitis con hiperqueratosis y alopecias; habitualmente aparecen en fases

crénicas de la enfermedad, pudiendo ser causados por reacciones de hipersensibilidad.

En la analitica sanguinea destaca la trombocitopenia, en el 83.87% de los casos,
¢ hiperproteinemia, en un 78.49%. No se ha detectado ningtn caso de leucopenia que
no se acompaiie de trombocitopenia y/o de anemia. Unicamente en el 15.05% de los

casos estudiados se observa pancitopenia.
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En el uriandlisis, el hallazgo m4s importante es la proteinuria (en un 46.24% de
los casos), la cual estd indmamente relacionada con la presentacién de
hipoalbuminemia.

En cuanto al estudio de la eficacia terapéutica, no hemos encontrado grandes
diferencias en la respuesta clinica y biopatoldgica entre los tres protocolos estudiados.
Con el empleo de dipropionato de imidocarb, pese a que finalmente se obtienen
resultados similares a los encontrados al utilizar los otros dos tratamientos, tanto el
proteinograma como el recuento plaquetario se normalizan mas lentamente. La mejoria
clinica se observa habitualmente a las 24-72 horas; en los casos con sintomas cutdneos
esta respuesta suele aparecer a partir de los 7 dias. Con independencia del protocolo,

solo el 6.45% de los individuos tratados, no evolucionan favorablemente.

El estudio epizootiolSgico realizado en 1994 a partir de 200 sueros ntuestra una
seroprevalencia de ehrlichiosis canina, en la Comunidad Auténoma de Madrid, del
6.50+1.70%, utlizando la técnica de inmunofluorescencia indirecta. El andlisis de
diferentes factores de riesgo ha confirmado la influencia, sobre la infeccién por E.canis,
de la presencia de garrapatas y de la residencia en un hébitat periurbano. El diagnéstico
de ehrlichiosis en diferentes perros de un mismo duefio nos sugiere que el control de
aquellos animales que conviven con uno enfermo puede ser una buena medida para la

deteccin de portadores asintomaticos.

En relacién con la distribucién trimestral de los casos positivos, entre 1993 y
1995, la seroprevalencia fue mdxima en el periodo que transcurre de julio a septiembre,

CON un minimo entre enero y marzo.

Por iltimo y gracias al diagnéstico serolégico de ehrlichiosis en diferentes
provincias espafolas, se confirma la existencia de esta enfermedad en la prictica

totalidad del territorio nacional.
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SUMMARY

In this work we carry out a clinical, biopathologic and therapeutical study of
canine ehrlichiosis. We have compared the therapeutical effectiveness of three different
protocols: doxycycline (10 mg/kg PO, 28 days), imidocarb dipropionate (5 mg/kg SC,
twice at 14-day interval) and doxycycline and imidocarb dipropionate both together, We
have also undertaken an epizootiologic study of this disease in dogs from the
Comunidad Autdnoma de Madrid (CAM).

According to our data, 28.27% of the dogs from the CAM are concurrently

affected by other diseases, essentially leishmaniasis.

Only 8.18% of the dogs were asymptomatic. We have found a great variety of
symptoms: non-specific clinical signs, such as fever, adinamia, apathy and weight loss
(in 78.95% of the affected dogs), respiratory signs (in 39.18%), ophthalmologic signs
- (in 39.18%), haemorragic signs (in 35.67%), gastrointestinal signs (in 26.90%) and
locomotive signs (in 24.56%). Cutaneous signs have been seldom found in the
bibliography consuited. In our experience these signs are, mostly, dermatitis with
hyperkeratosis and alopecia; they usually appear in chronic stages of the disease,
possibly caused by hipersensitivity reactions.

Thrombocytopenia (83.87%) and hyperproteinemia (78.49%) are the most
frequent laboratory findings. Leucopenia goes always with thrombocytopenia and/or
anemia. Just 15.05% of the cases show pancytopenia.

Proteinuria, which is closely connected with hypoalbuminemia, is the most
relevant finding in the urianalysis.
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Clinical and biopathologic responses have been similar using three different
therapeutical protocols, although time to obtain normal values of platelets count and
serum protein levels is prolonged with imidocarb dipropionate.

Usually, patients show some improvement within 24-72 hours. When cutaneous
signs are present a good response is achieved after 7 days under treatment. Among all
treated dogs, only 6.45% got worse during or after therapy.

The epizootiologic study carried out by us, during 1994 from 200 sera reveals
that the seroprevalence of canine ehrlichiosis in the CAM is 6.50+1.70%.

Moreover, our data confirm the influence of different risk factors, such as
presence of ticks and residence in a suburb, in contracting canine ehrlichiosis. The
diagnosis of this disease among different dogs of the same owner suggests that the
control of animals living with affected dogs could be a good measure for detecting

asymptomatic carriers.
In relation to the quarterly distribution of positive cases, from 1993 to 1995, the

maximum seroprevalence occured between July and September and the minimum
between January and March.

Finally, serologic diagnosis of ehrlichiosis in several spanish provinces confirms
the presence of this disease within almost all of Spain.
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9. Iconografia









3. Pequefia dlcera en la trufa.

4. IFI positiva a E. canis.
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6. Mobrulas y cuerpos elementales de E.canis en una célula mononuclear. Eritrocito
parasitado por Babesia spp (1000x).
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