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Introduccidn y objetivos

1.- INTRODUCCION Y OBJETIVOS

Me gustaria comenzar esta memoria que recoge el trabajo que presento para optar
al grado de doctora, con un reconocimiento a todas aquellas personas que inician un
trabajo de investigacion y que, tras un periodo largo de estudio, por razones ajenas e
inesperadas, ven interrumpido su trabajo sin posibilidades de proseguir con el mismo tema.
Esta situacion tan desgraciada me sorprendi6 hace unos afios y, tras un periodo de lamento
y dudas, decidi proseguir con el esfuerzo de continuar con mi Tesis Doctoral, trabajo que

afortunadamente hoy puedo presentar.

Desde el afio 1997 fue creciendo mi interés por el tipo de respuesta inmunitaria
generada en el curso de la leishmaniosis canina. El conocimiento de nuevas técnicas como
la citometria de flujo y el marcaje con anticuerpos monoclonales de los linfocitos me
motivé a realizar un estudio con el propdsito de investigar el inmunofenotipo linfocitario
en perros con leishmaniosis. Durante tres afios fui conservando muestras de sangre de
perros con esta enfermedad, obtenidas antes y después de su tratamiento, para su posterior

estudio por citometria de flujo.

Cuando en el ano 2000 consegui los anticuerpos monoclonales para este estudio y

la colaboracién del Servicio de Citometria de Flujo de la Universidad de Valencia,



Introduccidn y objetivos

comprobé que todas las muestras conservadas hasta aquel momento, desgraciadamente, se

habian estropeado.

Mientras, la ehrlichiosis canina iba cobrando mayor relevancia en nuestro pais y se
comprobaba la existencia de una elevada prevalencia en Valencia. Tanto la leishmaniosis
como la ehrlichiosis son producidas por patdgenos intracelulares, pareciendo similares sus
mecanismos inmunitarios. La respuesta inmunitaria en el curso de la ehrlichiosis canina era
incluso peor conocida que en el curso de la leishmaniosis. Ademas, la ehrlichiosis canina
habia suscitado un creciente interés en el equipo investigador del Servicio de Diagndstico
de Ehrlichiosis y Leishmaniosis de la Universidad Complutense de Madrid, donde yo
estaba realizando mis estudios de tercer ciclo, por lo que nos decidimos a cambiar el objeto
de la investigacion a la tipificacion del inmunofenotipo de perros con ehrlichiosis. Las
especiales caracteristicas epidemiologicas y nosoldgicas de esta enfermedad podrian

facilitar el trabajo, aliviando en cierta medida el tiempo y esfuerzos previamente perdidos.

Asi, a mediados del afio 2001 planificamos e iniciamos esta investigacion, en la que
nos proponiamos profundizar en el estudio de la ehrlichiosis canina, comenzando con un
aspecto en aquel momento muy poco conocido, el estudio del inmunofenotipo en los perros
con esta enfermedad, para proseguir con este mismo estudio tras la aplicacion de un
tratamiento especifico, analizando los posibles cambios que pudieran producirse en las

poblaciones linfocitarias.
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En aquellos tiempos estabamos colaborando con algunas protectoras, lo que nos
facilitaba poder contar con una amplia poblacidon canina, que presumiblemente presentaria
una elevada prevalencia de ehrlichiosis. En estos colectivos, dadas sus caracteristicas,
igualmente coexisten en mayor o menor medida otras patologias que, en principio, podrian
interferir nuestro estudio. Por ello, decidimos trabajar con perros afectados de ehrlichiosis
en fase subclinica, ya que de las distintas fases del curso de la enfermedad es, sin duda, la
fase mas facilmente reconocible y homogénea. Ademads, la ausencia de sintomas en los
perros nos permitia descartar otras enfermedades. En cualquier caso, para seleccionar
nuestra muestra de animales, decidimos establecer diferentes criterios que nos descartaran
la posible existencia de coinfecciones y, de ese modo, tener una mayor seguridad de que

los perros seleccionados tan solo padecian ehrlichiosis.

Para el tratamiento, elegimos el dipropionato de imidocarb debido a los escasos
estudios al respecto y al hecho de que el otro farmaco habitualmente empleado, la
doxiciclina, parece poseer un cierto efecto inmunomodulador y, por lo tanto, podria influir
en las variaciones del inmunofenotipo. Ademads, con el tratamiento con dipropionato de
imidocarb garantizabamos, mejor que con la doxiciclina, la correcta administracion del

protocolo terapéutico.
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Tras estas decisiones previas, nos planteamos como principales objetivos del trabajo:

-10-

Caracterizar el inmunofenotipo linfocitario en perros sanos, a través del marcaje
con anticuerpos monoclonales anti-CD3, anti-CD4, anti-CDS8 y anti-CD21, con
el fin de obtener unos resultados de referencia.

Caracterizar el inmunofenotipo linfocitario en perros infectados naturalmente
por Ehrlichia canis, en fase subclinica, y compararlos con los resultados
obtenidos en perros sanos.

Caracterizar las alteraciones hematoldgicas y de proteinas séricas en perros en
la fase subclinica de la infeccion por Ehrlichia canis, e investigar sus posibles
asociaciones con los resultados del inmunofenotipo linfocitario con el fin de
descubrir si alguno de estos parametros rutinarios pudiera ser indicador de
alguna poblacion o subpoblacion linfocitaria.

Valorar las variaciones en parametros hematolégicos, proteinas séricas y del
inmunofenotipo linfocitario en perros con ehrlichiosis, en fase subclinica, tras

el tratamiento con dipropionato de imidocarb.
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2.1. CLASIFICACION TAXONOMICA DE EHRLICHIA

El género Ehrlichia se design6 como tal en 1945 en honor a Paul Ehrlich
(Moshkovski, 1945; Silverstein, 1998). Erhlichia canis fue descrita en 1935 por Donatien
y Lestoquard, aunque fue denominada Rickettsia canis. Estos autores también describen
en 1936 E. bovis con la denominacion Rickettsia bovis. Parece ser que E. phagocytophila
fue descrita por Tyzzer en 1938 como Cytoecetes microciti; sin embargo no existe material
original ni cultivos que verifiquen su identidad (Ristic et Huxsoll, 1984). Con posterioridad
se han ido describiendo otras especies Neorickettsia helminthoeca (Philip et al, 1953), E.
sennetsu (Misao y Kobayashi, 1955), E. equi (Lewis et al, 1975), E. platys (French y
Harvey, 1983), E. risticii (Holland et al, 1985b), E. chaffeensis (Anderson et al, 1991), E.
ewingii (Anderson et al, 1992) y E. muris (Wen et al, 1995).

En 1957, Philip reagrupa los géneros Ehrlichia (especie tipo Ehrlichia canis),
Cowdria y Neorickettsia en la tribu Ehrlichieae (familia Rickettsiaceae, orden
Rickettsiales) (Ristic y Kreier, 1984). En 1980, la nomenclatura de Ehrlichieae, Ehrlichia y
Ehrlichia canis es incorporada a la Lista aprobada de nombres bacterianos, lo que les

confiere el estatus de nomenclaturas publicamente validas.

La clasificacion taxonomica clésica se basaba en las caracteristicas morfologicas,
ecoldgicas y epidemiologicas de las bacterias y en las manifestaciones clinicas de la
enfermedad que producen (Dumler et al, 2001). El avance en técnicas cientificas de
clasificacion genética, mucho mas objetivas, tales como el andlisis de secuencias de
nucleodtidos de genes o de aminoacidos de proteinas de membrana externa y los analisis
antigénicos, han llevado a la reorganizacion taxondomica de estos y otros muchos agentes
bacterianos y han demostrado la imperfeccion de la anterior clasificacion taxonomica.

(Weisburg et al, 1991; Woese et al, 1990; Brenner et al, 1993).

- 13-
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Ningun sistema de clasificacion microbioldgica es perfecto. Sin embargo, la
clasificacion genética de los microorganismos es 6ptima en lo que se refiere a su capacidad
de predecir los comportamientos bioldgicos y la enfermedad producida por los agentes

infecciosos incluidos en el mismo grupo (Dumler et al, 2001).

Basandose en los resultados obtenidos de las secuencias del gen 16S rRNA y
groESL y de los analisis antigénicos (Sumner et al, 1997; Zhang et al, 1997), Dumler et al
en 2001 en un articulo publicado en el International Journal of Systematic and
Evolutionary Microbiology proponen una reorganizacion de estas especies a través de la
eliminacion de las tribus de la familia Rickettsiaceae y la incorporacion de las especies de
la anteriormente denominada tribu Ehrlichieae a la familia Anaplasmataceae. Asi los
géneros: Ehrlichia, Anaplasma, Cowdria y Neorickettsia se incorporan a la Familia

Anaplasmataceae dentro del orden Rickettsiales y del Philum Proteobacteria.

Basandose en la secuencia del gen 16S rRNA, las especies anteriormente incluidas en
los géneros Ehrlichia, Anaplasma, Cowdria y Neorickettsia se reorganizarian en cuatro

grupos genéticos (Dumler et al, 2001):

e Grupo 1: amplia el género Anaplasma, incluyendo en él: ademas de las especies hasta
entonces incluidas Anaplasma marginale, Anaplasma centrale y Anaplasma
caudatum; las siguientes especies Ehrlichia phagocytophila (hoy llamada Anaplasma
phagocytophilum), Ehrlichia bovis (actualmente Anaplasma bovis) y Ehrlichia platys
(hoy Anaplasma platys). La especie tipo es A. Marginale.

e Grupo 2: El género Ehrlichia se amplia con la inclusion de Cowdria ruminantium
(ahora Ehrlichia ruminantium). La especie tipo es E. canis; otras especies de este

género son E. chaffeensis, E. Ewingii y E. Muris.
e Grupo 3: El género Neorickettsia, cuya especie tipo es N. helminthoeca, quedaria

ampliado al incluirse en el mismo las especies Ehrlichia risticii y Ehrlichia sennetsu

(que pasan a denominarse N. risticii y N. sennetsu respectivamente).

-14 -
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e Grupo 4: la especie Wolbachia pipientis sera el tinico miembro del género Wolbachia.

Existe una elevada reaccion antigénica cruzada entre las especies del mismo grupo, ya
que comparten varios antigenos superficiales homdlogos; sin embargo, entre las especies
de los diferentes grupos esta reaccion antigénica cruzada es mucho menor (Yu et al, 2000;

Dumler et al, 2001)

La especie actualmente denominada Anaplasma phagocytophilum engloba tres
especies anteriormente descritas, denominadas Ehrlichia equi, Ehrlichia phagocytophila y
el agente de la ehrlichiosis granulocitica humana (EGH). Se ha observado tras los
pertinentes estudios genéticos y biologicos que existen suficientes similitudes entre ellas
como para clasificarlas en una tnica especie (Anderson et al, 1991; Dumler et al, 1995;

Sumner et al, 1997).

La clasificacion actual del Bergey’s Manual of Systematic Bacteriology (Garrity et al
2001), es similar a la propuesta por Dumler y colaboradores, si bien incluye los géneros:
Erhlichia, Anaplasma, Cowdria y Neorickettsia dentro de la familia Ehrlichiaceae, en

lugar de en la familia Anaplasmataceae.

Todos los miembros de la familia Ehrlichiaceae son bacterias intracelulares obligadas
que se replican en el interior de una vacuola intracitoplasmatica derivada de la membrana
externa de la célula eucariota hospedadora. Son organismos de cocoides a elipsoides, a
menudo pleomorficos, pequeios y gram-negativos que residen en vacuolas citopldsmicas,
formando inclusiones Unicas o, mas habitualmente compactas (moérulas) (Theiler, 1910;
Moshkovski, 1945; Ristic y Huxsoll, 1984; Ristic y Kreier, 1984; Dumler et al, 2001).
Ultraestructuralmente existen dos morfologias: grandes células reticuladas y formas mas
pequenas de protoplasma condensado denominadas en inglés dense-core forms (Popov et

al, 1998).

- 15-



Clasificacion taxondmica de Ehrlichia

Los géneros Anaplasma, Ehrlichia y Neorickettsia se multiplican en células
hematopoyéticas maduras o inmaduras de hospedadores vertebrados. Wolbachia infecta
exclusivamente a invertebrados, no habiéndose detectado infeccion en ningun organismo

vertebrado.

Las especies ehrlichiales incluidas en los géneros Ehrlichia y Anaplasma son
trasmitidas por picadura de garrapatas. Las especies incluidas en los géneros Neorickettsia
y Wolbachia son trasmitidas por cercarias o metacercarias de helmintos que infectan
serpientes, peces, insectos acuaticos o artropodos (Rikihisa, 1991; Barlough et al, 1998;
Pusterla et al, 2000). En el caso de las especies del género Neorickettsia la infeccion de
hospedadores vertebrados superiores se produciria por ingestion de peces o invertebrados

portadores del agente (Barlough et al, 1998; Madigan et al, 2000a; Pusterla et al, 2000).
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2.2. ESPECIES DEL GENERO Ehrlichia Y GENEROS PROXIMOS
QUE AFECTAN A LOS CANIDOS

Aunque las Ehrlichias fueron descritas a principios del siglo pasado, se
consideraron patogenos de gran importancia veterinaria en la penultima década del siglo
XX. Debido a los cambios taxondémicos anteriormente descritos, en la actualidad, se
denomina ehrlichiosis a la enfermedad producida por las especies incluidas en los géneros
Ehrlichia, Anaplasma y Neorikketsia. No obstante, la infeccion por agentes de los dos
ultimos géneros se esta comenzando a llamar anaplasmosis (Shaw, 2003) y neorickettsiosis

(Chae et al, 2002), respectivamente.

2.2.1. GENERO EHRLICHIA

Dentro del género Ehrlichia, cuya especie tipo es Ehrlichia canis, se encuentran
incluidas las especies E. ewingii, E. chaffeensis, E. ruminantium y E. muris. Se han
observado infecciones en perros con todas estas especies, excepto con E. muris

(Breitschwerdt et al, 1998a; Allsopp y Allsopp, 2001; Suksawat et al, 2001).

La primera ehrlichiosis canina descrita, asi como la mas universalmente conocida,
es aquella producida por Ehrlichia canis. Comenzaremos con una breve descripcion de la
misma, para pasar a describir otras especies que se han identificado como infectivas en los

canidos.
La ehrlichiosis monocitica canina (EMC) fue reconocida por primera vez en

Argelia, en el Instituto Pasteur en 1935 (Donatien y Lestoquard, 1935), ante la presencia de

una enfermedad febril, que condujo a la muerte a 4 de 5 perros parasitados intensamente
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por garrapatas. En los frotis de sangre de esos perros se observaron unos agregados
granulares compatibles con Rickettsia en el interior de monocitos. El agente patogeno fue
denominado Rickettsia canis. Moshkovskii en 1945 redenominé a este agente Ehrlichia
canis en honor al bacteridlogo aleman Paul Ehrlich. En los afios 40 se describen diversas
infecciones por este agente en Africa e India, en los afios 50 en las Antillas Holandesas y a
partir de los afios 60 se describe la enfermedad en Singapur, Vietnam, Estados Unidos y

Europa (Ewing, 1969)

En la década de los 60, perros militares destacados en Vietnam sufrieron una
enfermedad caracterizada por hemorragias, emaciacion y una elevada mortalidad. Este
proceso se denominé pancitopenia tropical canina y posteriormente su etiologia se atribuyd
a E. canis (Keefe et al, 1982). Desde entonces ha sido reconocida mundialmente como una
importante enfermedad infecciosa para perros y otros canidos. E. canis produce una
enfermedad febril aguda que puede progresar a cuadros clinicos mas graves e incluso

mortales (Skotarczak, 2003).

Ehrlichia canis es transmitida a través de la picadura de garrapatas, siendo la
especie responsable de esta transmision Rhipicephalus sangineus, la garrapata marron del
perro. La ehrlichiosis canina es una enfermedad de distribucion mundial, existiendo areas
consideradas endémicas de la enfermedad. En Turquia se ha estimado una prevalencia del
8 al 20 % segun las zonas (Batmaz et al, 2001). En Espafa en la Comunidad de Madrid,
Sainz et al en 1994 determinan una prevalencia del 6.5%, apreciandose una gran variacion
en cuanto al nimero de casos observados en funcion de que el hébitat sea urbano o rural,
lo cual muestra la dependencia de la infeccion del grado de exposicion a las garrapatas

(Sainz et al, 1998a).

Recientemente E. canis o un organismo indistinguible de ella ha sido aislado de un
humano en Venezuela, por lo que el riesgo zoondtico de este agente parece confirmarse

(Pérez et al, 1996).
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Ehrlichia ewingii es uno de los agentes responsable de la ehrlichiosis
granulocitica canina (EGC), que infecta neutréfilos y mas raramente, eosindfilos caninos.
Fue descrita por primera vez en 1971 (Ewing, 1971), aunque su denominacién se debe a
Anderson en 1992 (Anderson et al, 1992). La garrapata vector es Amblyomma americanum
(Wolf et al, 2000), de distribucion exclusiva en los Estados Unidos por lo que esta
infeccion se considera actualmente restringida a esta area geografica (Anderson et al,
1993; Maretzki et al, 1994; Goldman et al, 1998; Magnarelli et al, 1999; Murphy et al,
1998; Goodman et al, 2003). Sin embargo, recientemente se ha observado la infeccion
natural de este agente en otras especies de garrapatas como, Rhipicephalus sanguineus y

Dermacentor variabilis en Oklahoma (Murphy et al, 1998).

La enfermedad puede cursar sin sintomatologia o presentar un cuadro leve con
signos variados, caracterizado en general por fiebre, letargia, anorexia y pérdida de peso.
Con cierta frecuencia se presenta con poliartritis neutrofilica e incluso con signos
neuroldgicos como ataxia, parexia, déficit de propiocepcion, anisocoria, etc. La alteracion
hematoldgica mas frecuente es trombocitopenia, pudiéndose observar también anemia.
(Goldman et al, 1998; Goodman et al, 2003). En lineas generales, la enfermedad que

produce es mas leve que la producida por Ehrlichia canis (Madewell y Gribble, 1982).

La ehrlichiosis granulocitica canina es también producida por la actualmente
denominada Anaplasma phagocytophylum. En Europa los casos descritos de EGC son
exclusivamente atribuidos a A. phagocytophylum (Johansson et al, 1995; Pusterla et al,
1998; Massung et al, 2000).

Ehrlichia ewingii presenta una fuerte reaccion serologica cruzada con Ehrlichia
canis y Ehrlichia chaffeensis si bien la seroreactividad con A. phagocytophilum es mucho

mas débil (Buller et al, 1999; Wolf et al, 2000; Paddock et al, 2001).

Tanto Ehrlichia ewingii como A. phagocytophilum son especies responsables de la

ehrlichiosis granulocitica humana.
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Ehrlichia chafeensis, agente causal de la ehrlichiosis monocitica en personas, es
capaz de infectar a los perros de manera natural y dar lugar a una enfermedad grave,
clinica y serologicamente indistinguible de la causada por E. canis o E. ewingii
(Breitschwerdt et al, 1998a). La infeccion experimental produce una ligera respuesta febril
sin anomalias hematologicas (Dawson y Ewing, 1992), por lo que el perro no se considera

un buen modelo como animal de experimentacion en esta infeccion.

La garrapata Amblyomma americanum se considera el principal vector de E.
chaffeensis, siendo los ciervos los reservorios principales de esta ehrlichia en la naturaleza
(Anderson et al, 1993; Dawson et al, 1994). Debido a la distribucion geografica del vector,
s6lo se han descrito casos de ehrlichiosis canina por E. chaffeensis en Estados Unidos
(Kordick et al, 1999). En casos de infeccion natural en perros por E. chaffeensis, el
tratamiento con doxiciclina no es efectivo, por lo que se recomienda el empleo de

dipropionato de imidocarb (Breitschwerdt et al, 1998b).

Ehrlichia ruminantium es el agente causal de la ehrlichiosis de los rumiantes,
también llamada enfermedad del corazén acuoso, debido a que produce hidropericardio
(Uilenberg et al, 1993). Esta chrlichia infecta las células endoteliales, células de la linea
mieloblastica y células de la linea monoblastica de los rumiantes. Su transmision se realiza
por garrapatas vectores del género Amblyomma spp, La distribucion de la enfermedad,
ligada a la de su vector, se ha limitado al continente africano, aunque la exportacion de
animales afectados ha podido distribuir la enfermedad a otras zonas, como el Caribe
(Bezuidenhout, 1987; Walker y Olwage, 1987; Camus y Barre, 1993; Deem, 1998). En
Sudéfrica se ha descrito la existencia tanto de perros sanos portadores de la bacteria, como
de animales enfermos con ehrlichiosis causada por E. ruminantium (Allsopp y Allsopp,
2001). El hallazgo de un genotipo de E. ruminantium que infecta perros enfatiza la
multiplicidad de organismos que las técnicas moleculares han sido capaces de revelar en el

género Ehrlichia (Allsopp y Allsopp, 2001).

Ehrlichia muris se aislé en 1983 del bazo de un roedor salvaje en Japén

(Kawahara et al, 1993), asignandose esta denominacion en 1995 (Wen et al, 1995).
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Ehrlichia muris se ha aislado de la garrapata Haemaphysalis flava siendo probable su
papel como vector, esta garrapata tan s6lo se ha identificado hasta el momento en Japon y
en Corea. El poder patogeno de esta bacteria se desconoce. La inoculacion experimental de
este agente en perros via intravenosa no produjo sintomatologia, observandose tan s6lo una
ligera y fugaz elevacion del titulo de anticuerpos. Mediante controles seroldgicos se ha
detectado la exposicion a este agente o a alguno similar en hombres, perros y otros

animales (Kawahara et al, 1999).

2.2.2. GENERO ANAPLASMA

El género Anaplasma, segun la ltima clasificacion del Bergey’s manual (Garrity et
al, 2001), incluye las siguientes especies: A. marginale, A. centrale, A. ovis, A. bovis, A.
platys y A. phagocytophilum, siendo las dos tltimas especies las unicas de relevancia en

medicina canina.

Anaplasma platys es el agente de la trombocitopenia ciclica infecciosa del perro.
Esta Ehrlichia infecta exclusivamente plaquetas, no habiéndose encontrado en otro tipo de
células. Se considera que la infeccion por este agente es especifica del perro. La
transmision de la infeccion se produce a través de la picadura de garrapatas de la especie
Rhipicephalus sanguineus (Simpson et al, 1991), las transfusiones sanguineas con sangre
infectada también podrian transmitir la infeccion (Woody et al, 1991; Breitschwerdt,
2003). La infeccion se ha descrito en EEUU, Venezuela, Asia (China, Taiwan, Japon),
Israel, Australia y Europa, principalmente en Espana, Grecia, sur de Francia, Alemania e
Italia (Kontos et al, 1991; Chang et al, 1996; McBride et al, 1996; Harvey, 1998; Sainz et
al, 1999a; Brown et al, 2001; Motoi et al, 2001).

La infeccion es a menudo inaparente, pero tras una incubacion de 8 a 15 dias, puede
producirse  fiebre, adenopatia  generalizada, leucopenia, anemia moderada,
hipergammaglobulinemia moderada, hipoalbuminemia, hipocalcemia y especialmente
trombocitopenia. La trombocitopenia se sucede en episodios de 3-4 dias y a intervalos de

7-21 dias, de ahi que a la enfermedad se le haya denominado “Trombocitopenia ciclica
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infecciosa del perro”. Los valores minimos de plaquetas se observan en el primer episodio,
siendo posible visualizar numerosas plaquetas infectadas en los frotis sanguineos. A pesar
de la disminucién del nimero de plaquetas, es rara la aparicion de hemorragias
espontaneas, si bien se han descrito hemorragias graves tras cirugia o traumatismo intenso.
Con el tiempo la trombocitopenia ciclica da paso a una trombocitopenia cronica de lenta
recuperacion (Harrus et al, 1997). Las cepas griega ¢ israeclita son mas agresivas y
producen un cuadro caracterizado por fiebre elevada (41,5°C), anorexia, apatia, debilidad,
palidez de mucosas y hemorragia (petequias en mucosas y lesiones hemorragicas cutaneas)

(Kontos et al, 1991).

En 1986, Glaze et Gaunt describieron un caso de uveitis bilateral en un perro
infectado por Anaplasma platys sin presentar signo clinicos susceptibles de otras
enfermedades responsables de uveitis en el perro (blastomycosis, histoplasmosis,
criptococosis, toxoplasmosis, brucellosis, linfosarcoma...). Coinfecciones de Anaplasma
platys con otros agentes como Anaplasma phagocytophilum y Ehrlichia canis se han

descrito en Tailandia, Venezuela y Espana (Sainz et al, 1999b; Suksawat et al, 2001).

Anaplasma phagocytophylum comprende actualmente las especies anteriormente
denominadas como Ehrlichia phagocytophyla, Ehrlichia equi y el agente causal de la
ehrlichiosis granulocitica humana. Estudios genéticos determinaron la consideracion de
estos tres agentes como una Unica especie (Dumler et al, 2001). Este agente es capaz de
infectar los leucocitos granulociticos de un gran numero de especies diferentes como
caballos, pequefios rumiantes, hombres, perros e incluso gatos (Dumler et al, 1995;
Johansson et al, 1995; Engvall et al, 1996, Parola et al, 1998; Bjorsdorff, 1999a;
Magnarelli, 1999; Madigan y Pusterla, 2000), produciendo ehrlichiosis granulocitica en la

especie infectada.

La ehrlichiosis granulocitica equina fue diagnosticada por primera vez en Suecia en
1989 (Van der Kolk, 1993). La ehrlichiosis granulocitica humana se diagnostico por vez

primera en 1994 en Estados Unidos (Bakken et al, 1994).
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A. phagocytophylum se transmite principalmente por la garrapata Ixodes ricinus.
Este agente esta ampliamente distribuido en Europa (Pusterla et al, 1998) y en Estados
Unidos (Greig et al, 1996; Magnarelli et al, 1997; Goldman et al, 1998). Los pequefios
mamiferos son hospedadores comunes de los estadios inmaduros de Ixodes ricinus, por lo
que se sospecha que puedan ser reservorios naturales de A. phagocytophylum (Liz et al,
2000).

En rumiantes, la enfermedad se caracteriza por fiebre y leucopenia severa (Taylor,
1941) debida a una linfopenia temprana y a una trombocitopenia y neutropenia prolongada
con una reduccioén significativa en la reactividad linfocitaria durante el periodo de
rickettsiemia que predispone a otras enfermedades bacterianas y virales mas graves
(Woldehiwet y Scott, 1982a; Woldehiwet y Scott, 1982b; Woldehiwet, 1987; Larsen et al,
1994; Gokce y Woldehiwet, 1999).

En équidos, la enfermedad cursa de manera semejante con fiebre, anorexia,

depresion, edema de extremidades, trombocitopenia, leucopenia y anemia (Gribble, 1969).

La verdadera incidencia de A. phacocytophilum en perros es desconocida, sin
embargo, se considera que en areas donde esta ehrlichiosis es endémica, en otras especies
animales, puede representar un elevado porcentaje de la ehrlichiosis granulocitica canina
(Greig et al, 1996; Magnarelli et al, 1997; Goldman et al, 1998). La enfermedad en perros
cursa con sintomatologia muy inespecifica como anorexia, letargia, fiebre y
trombocitopenia. No existen signos clinicos Unicos atribuibles a esta ehrlichiosis y otros
signos como conjuntivitis, cojeras o ataxia han sido descritos, aunque mucho menos
frecuente que en la ehrlichiosis granulocitica canina producida por E. ewingii (Greig et al,
1996; Tarello, 2003). Se ha descrito una predisposicion de las hembras a padecer esta
ehrlichiosis (Greig et al, 1996) en contraste con la ehrlichiosis granulocitica por E. ewingii,

en la que se ha registrado una predisposicion de los machos a la enfermedad (Cohn, 2003).
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2.2.3. GENERO NEORICKETTSIA

Las especies de este género se caracterizan porque su transmision no se produce a
través de una garrapata vector, sino a través de trematodos o nematodos que infestan
caracoles, peces o insectos, de tal manera que la transmision a vertebrados superiores se
produce por ingestion de estos (Burg et al, 1994; Palmer y Benson, 1994; Chae et al, 2000;
Pusterla et al, 2000; Madigan et al, 2000; Chae et al, 2002).

Neorickettsia risticii es el agente de la ehrlichiosis monocitica equina o fiebre de
Potomac equina (Holland et al, 1985a). La infeccion se ha identificado en Estados Unidos,
Canada, Uruguay, Brasil y seguramente exista en numerosos paises de Europa (Van der
Kolk et al, 1993; Magnarelli y Anderson, 1993; Sainz et al, 1999a; Dutra et al, 2001). La
enfermedad se caracteriza por fiebre, anorexia, edema de extremidades y sintomatologia
digestiva con diarrea. La tasa de mortalidad en los caballos puede llegar al 30% (Dutra et
al, 2001). También se han descrito abortos asociados a esta enfermedad (Long et al, 1995
a; Long et al, 1995b).

En 1988, se demostré que los perros eran susceptibles a la infeccion experimental
por este agente (Ristic et al, 1988). Posteriormente se han descrito casos de infeccion
natural en perros, denomindndose la enfermedad en estos ehrlichiosis canina atipica
(Kakoma et al, 1991; Kakoma et al, 1994). El curso de esta patologia es muy semejante al

de la ehrlichiosis canina clasica.

Neorickettsia sennetsu fue la primera ehrlichia identificada como patégena para el
hombre (Misao y Kobayashi, 1955) La enfermedad producida por este agente parece estar
limitada a Japén. La transmision esta ligada al consumo de pescado crudo infestado por
cercarias de trematodos, por lo que los habitos alimenticios condicionan la aparicion de la

enfermedad (Fukuda y Yamamoto, 1981; Rikihisa, 1991a).
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Neorickettsia helminthoeca es la especie tipo del género. Este agente produce la
enfermedad del envenenamiento por salmoén, que ha sido reproducida experimentalmente

en perros (Rikihisa et al, 1991).

En resumen, historicamente la infeccion con especies de Ehrlichia se consideraba
especifica de hospedador, sin embargo, estudios recientes revelan la capacidad de una
misma especie para infectar a una amplia variedad de hospedadores. También, se ha
observado la existencia de infecciones ehrlichiales multiples en un mismo hospedador
tanto en humanos como en perros (Breitschwerdt et al, 1998a; Meinkoth et al, 1998;
Kordick et al, 1999; Sainz et al, 1999b; Suksawat et al, 2001)

Pese a que en perros se ha descrito la infeccion con E. canis, E. chaffeensis, E.

ewingii, E. ruminantium, A. phagocytophylum, A. platys, N. sennetsu y N. risticii, tan solo

E. canis ha sido descrita como patogeno de distribucion mundial.
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2.3. EHRLICHIOSIS HUMANA

2.3.1. ETIOLOGIA Y EPIDEMIOLOGIA

Hacia finales del siglo XIX se comenzd a comprender la importancia de las
garrapatas como potenciales transmisores de enfermedades. Entre las enfermedades

transmitidas por garrapatas se encuentran aquellas producidas por especies ehrlichiales.

La Ehrlichiosis es el nombre genérico que reciben las enfermedades producidas por
varias especies bacterianas pertenecientes a los géneros de la familia Ehrlichiaceae.
Durante décadas han sido identificados patdogenos de esta familia que producian
enfermedad en diferentes especies animales (perros, vacas, ovejas, cabras y caballos), asi
como en el hombre. Concretamente, en la actualidad se conocen 3 especies de Ehrlichia
que son agentes causales de enfermedad en humanos en Estados Unidos y una especie en
Japon. La ehrlichiosis humana en Estados Unidos se refiere a las enfermedades producidas
por tres especies diferentes de chrlichia: E. chaffeensis, E. ewingii y el agente de la
ehrlichiosis humana granulocitica, actualmente identificado como Anaplasma

phagocytophylum (Maeda et al, 1987; Bakken et al, 1994; Buller et al, 1999).

Historicamente, fue en 1953 cuando se identificd la primera especie de ehrlichia
capaz de producir enfermedad en humanos; concretamente, fue en Japén y se trataba de
Ehrlichia sennetsu, actualmente Neorickettsia sennetsu (Misao y Kobayashi, 1955). En
1981-1982 hubo un resurgimiento remarcable de casos de esta enfermedad en la misma
zona, después de varios afios de virtual ausencia. La enfermedad se ha descrito en el lejano

Este y en el Sudeste asiatico, y la mayoria de los casos han sido descritos en el oeste de
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Japon, siendo muy rara en otras latitudes (Rapmund, 1984). En 1985 un estudio serologico
de 200 pacientes en Malasia aquejados de fiebre de origen desconocido reveld que un 29%
de ellos presentaban anticuerpos frente a E. sennetsu, lo que indicaba la existencia de una
alta prevalencia de esta enfermedad en el Sudeste Asiatico (Ristic et al, 1990). La
transmision de esta enfermedad esta relacionada con el consumo de pescado crudo
infestado con parasitos portadores de la bacteria (Fukuda y Yamamoto, 1981; Rikihisa,

1991).

En 1986, el estudio de las ehrlichiosis humanas sufrié un espectacular avance
debido a la descripcion del primer caso de ehrlichiosis monocitica humana (EMH) en los
EEUU, en un paciente con sintomatologia compatible con Fiebre de las Montafias Rocosas.
Este paciente fue negativo serologicamente a Rickettsia rickettsii y dos semanas antes
habia estado en Arkansas expuesto a picaduras de garrapatas. En este paciente se
observaron en la fase aguda de la enfermedad inclusiones intracitoplasmaticas en
monocitos, cuyo estudio ultraestructural reveld la existencia de pequefias bacterias
cocoides compatibles con morulas de Ehrlichia. Un analisis serologico frente a E. canis
resulto ser positivo, por lo que se pensé en la emergencia de una nueva zoonosis (Maeda et

al, 1987).

Si bien inicialmente se pensaba que el agente causal de esta nueva ehrlichiosis era
E. canis, en 1990 Dawson y colaboradores consiguieron aislar al agente etiologico de esta
enfermedad de un paciente con sintomatologia leve en Fort Chaffee (Dawson et al, 1991).
El agente fue caracterizado a través de analisis de secuencia del gen 16S rRNA y se
denomin6é E. chaffeensis (Anderson et al, 1991). Desde entonces esta enfermedad
considerada como anecdoética ha ido cobrando importancia al diagnosticarse en cada vez
mas pacientes afectados por infestaciones por garrapatas, no solo en Estados Unidos sino
en otras regiones del mundo. De 1985 a 1990 se examinaron 237 pacientes seropositivos a
E. canis o E. chaffeensis en 21 estados de Norteamérica (Fishbein et al, 1994). Se han
diagnosticado seroldgicamente casos de ehrlichiosis monocitica humana (EMH) en
Portugal (Morais et al, 1991), Mali (Uhaa et al, 1992), Bélgica (Rikihisa, 1999) y China

(Wen et al, 2003). Sin embargo, el principal vector de la enfermedad es una especie
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americana de garrapata, Amblyomma americanum, por lo que algunos autores consideran
que realmente no se ha documentado ningin caso de ehrlichiosis humana por E.

chaffeensis fuera de Estados Unidos (Brouqui y Dumler, 2000).

En EEUU se diagnosticaron 742 casos de ehrlichiosis monocitica humana hasta
1997 y el numero de casos registrados anualmente ha ido en aumento (McQuiston et al,
1999; Olano et al, 2003), algunos de ellos mortales (Paddock et al, 1997). El numero de
infectados es probablemente superior al de afectados debido a la posible existencia de
numerosos casos subclinicos (Rikihisa, 1999). Un estudio prospectivo de la enfermedad en
Cape Girardeau, en el Sudeste de Missouri, reveld una incidencia provisional de 11 casos
por 100.000 habitantes en 1998 (Olano et al, 2003). Otros estudios han revelado que la
EMH es incluso mas prevalente que la Fiebre de las montafias rocosas en estados como

Carolina del Norte, donde ésta tltima es endémica (Carpenter et al, 1999).

En 1994 en el norte de Minnesota y Wisconsin se describid por primera vez una
nueva entidad clinica, la ehrlichiosis granulocitica humana (EGH) a partir de seis
pacientes con enfermedad febril en los que se observd, en el interior de granulocitos de
sangre periférica y en granulocitos esplénicos de una persona que murio, la existencia de
morulas intracitoplasmaticas sugerentes de infeccion por Ehrlichia spp. (Bakken et al,
1994; Chen et al, 1994). Estudios sobre la secuencia de nucleotidos del gen rRNA 16S de
este agente causal mostraron una fuerte homologia con dos conocidos agentes de la
enfermedad en Veterinaria: Ehrlichia equi, agente de la ehrlichiosis equina y Ehrlichia
phagocytophila, agente de la fiebre de la garrapata en rumiantes. De hecho, en la
actualidad los tres agentes han sido considerados como miembros de la misma especie que

se ha pasado a denominar Anaplasma phagocytophilum (Dumler et al, 2001).

Desde su aparicion en 1994, se han descrito casos de ehrlichiosis granulocitica
humana en diferentes estados de Norteamérica, principalmente del medio oeste y del
noreste. Aunque los datos son limitados, estudios en el norte del medio oeste sugieren una
incidencia de 1 a 58 casos por cada 100.000 habitantes, (Bakken et al, 1996). Desde 1995,

se ha notificado la evidencia serologica de ehrlichiosis granulocitica humana en varios
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paises europeos como Suiza (Pusterla et al, 1999), en areas endémicas de enfermedad de
Lyme por Borrelia burgdorferi. Ademas, se han documentado casos de infeccion humana
con especies granulociticas de Ehrlichia en Eslovenia (Petrovec et al, 1997; Lotric-Furlan

et al, 2001), Holanda (Van Dobbenburgh et al, 1999) y Suecia (Bjorsdorff et al, 1999a).

Hasta la fecha mas de 600 pacientes con EGH han sido identificados en USA y
Europa (Gewirtz et al, 1996; Foley et al, 1999; McQuiston et al, 1999; Bakken y Dumler,
2000). En Agosto de 1999 un caso de EGH fue descrito en el Hospital de la Rioja en
nuestro pais (Oteo et al, 2000).

Un estudio retrospectivo reciente sefiala que se dan el doble de casos de ehrlichiosis
granulocitica humana que de ehrlichiosis monocitica humana, casos de otras ehrlichiosis

son practicamente anecdoticos (Gardner et al, 2003)

Recientemente se ha descrito la infeccion por Ehrlichia ewingii, el agente
etiologico de la ehrlichiosis canina granulocitica, en el hombre, presentdndose la mayoria
de los casos descritos en pacientes con inmunodeficiencia. (Buller et al, 1999; Paddock et
al, 2001). La enfermedad se caracteriza por un cuadro febril que cursa con dolor de cabeza,

mialgias y trombocitopenia.

En 1990 se observo que los monocitos humanos son susceptibles de infeccion por
E. canis, por lo que se considero posible la infeccion de personas por E. canis (Ristic et al,
1990). Con posterioridad, E. canis se ha aislado de una persona sana, un veterinario en
Venezuela (Pérez et al, 1996), comprobandose genéticamente la identidad de esta ehrlichia

(Unver et al, 2001).

En 1999, se describe la existencia de infeccién en un humano por un agente similar

a E. platys (Arraga-Alvarado et al, 1999).
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También se han descrito coinfecciones de ehrlichiosis monocitica humana con

babesiosis y borreliosis (Magnarelli et al, 1998; Javed et al, 2001).

2.3.2 CUADRO CLINICO

El cuadro clinico de la ehrlichiosis humana es bastante inespecifico y se caracteriza
por fiebre, malestar general, cefalea, mialgias, nauseas y anorexia (Peterson et al, 1989;
Eng et al, 1990; Ristic, 1990). Posteriormente aparece linfadenopatia y en un 30% de los
casos se describen erupciones cutaneas y sintomatologia digestiva. También se pueden
observar cuadros neurologicos y respiratorios segun la gravedad del proceso (Harkess et al,
1989; Eng et al, 1990; Rohrbach et al, 1990; Harkess, 1991; Bakken y Dumler, 2000). A
nivel laboratorial se observa trombocitopenia, leucopenia y anemia (Pearce et al, 1988;
Eng et al, 1990; Bakken et al, 1996). El cuadro clinico y lesional es muy semejante al

observado en el curso de la ehrlichiosis canina.

Independientemente de la especie causante de la ehrlichiosis, el cuadro clinico
puede variar de asintomatico a fatal. Sin embargo, se debe reconocer que la ehrlichiosis
monocitica humana causada por E. chaffeensis es la mas grave (Maeda et al, 1987,
Fichtenbaum et al, 1993; Fishbein et al, 1994; Paddok y Childs, 2003). Esta enfermedad
se ha asociado con sindrome de dificultad respiratoria grave en adultos y
meningoencefalitis incluso en pacientes inmunocompetentes (Ratnasamy et al, 1996;
Vugia et al, 1996; Weaver et al, 1999; Patel et al, 1999), si bien es en pacientes con la
inmunidad comprometida donde la enfermedad es mucho mdas grave, incluso mortal
(Manian et al, 1989; Paddock et al, 1993; Marty et al, 1995; Anthony et al, 1995; Sadikot
et al, 1999).

E. ewingii ha sido asociada con enfermedad principalmente en personas

inmunodeprimidas (Buller et al, 1999). Mientras que la ehrlichiosis granulocitica humana

producida por A. phagocytophilum suele causar una enfermedad mas leve.
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En resumen, se ha podido constatar la infecciébn en humanos con, al menos, 5
especies diferentes de Ehrlichia: Anaplasma phagocytophilum, E. ewingii, E. chaffeensis,
E. canis y Neorickettsia sennetsu. (Everett et al, 1994; Fishbein et al, 1994; Bakken et al,
1996; Buller et al, 1999; Winslow et al, 2000; Olano et al, 2003).

2.3.3. CONCURRENCIAS

La presentacion de enfermedades concomitantes, principalmente enfermedades que
inmunocomprometen al individuo, en personas previamente infectadas por Ehrlichia spp.
pueden generar la aparicion del cuadro clinico o acrecentar la gravedad del mismo. Asi,
desde la primera descripcion del SIDA en humanos se han ido incrementando los casos de
personas afectadas por esta enfermedad en las que otras infecciones concomitantes hacen
estragos. La primera concurrencia entre infeccion por SIDA y E. chaffeensis fue descrita
en 1993, otras descripciones posteriores han sido esporadicas (Paddock et al, 1993; Martin
et al, 1999). En personas infectadas con el virus del SIDA la infeccion por E. chaffeensis
suele ser mortal (Paddock et al, 1993; Paddock et al, 1997; Martin et al, 1999).

Entre 1992 y 2000, 21 pacientes con SIDA fueron diagnosticados de ehrlichiosis,
17 de ellos en los EEUU entre 1997 y 2000 (Paddock, 2001), 20 individuos (95%) eran
hombres con una edad media 31-56 anos. El diagnostico de la ehrlichiosis en personas
infectadas por SIDA se ve dificultado por la similitud del cuadro clinico de ehrlichiosis con
la sintomatologia propia de las complicaciones de la enfermedad. En la poblacion infectada
exclusivamente por SIDA es frecuente encontrar alteraciones hematoldgicas como
citopenias, lo que supone que los hallazgos hematologicos, considerados significativos de
ehrlichiosis en la poblacion normal, sean mas sutiles y mas sujetos a confusion en los
individuos afectados por el SIDA (Perkocha y Rodgers, 1988; Sloand et al, 1992; Everett
et al, 1994)

También se han diagnosticado infecciones concurrentes de HGE y otras
enfermedades transmitidas por garrapatas como la enfermedad de Lyme (Bakken et al,

1996; Nadelman et al, 1997), aunque el nimero de casos es reducido. El agente causal de
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la enfermedad de Lyme, Borrelia burgdorferi, comparte el mismo vector en Europa y en
los EEUU (Ostfeld, 1997) que Anaplasma phagocytophilum: las garrapatas del género
Ixodes (Bakken et al, 1994; Reed et al, 1995; Telford et al, 1996; Schwartz et al, 1997).
Debido a ello, parece logico que las areas geograficas donde se ha descrito la EGH se
corresponden estrechamente con las zonas endémicas de enfermedad de Lyme (Centers of

disease control and Prevention, 1996; Dumler et al, 1995; Kitron et al, 1997).

En resumen, la existencia de infecciones en humanos por ehrlichias consideradas
anteriormente exclusivas de animales, la presencia en la mayoria de los casos de
infecciones subclinicas, el desarrollo de enfermedad grave, incluso mortal, en individuos
inmunodeprimidos y el auge de enfermedades y tratamientos que contribuyen a la
inmunosupresion del individuo (SIDA, tratamientos quimioterapicos), hacen de estas
enfermedades, hasta hace unos afios consideradas anecdéticas un importante objeto de

estudio.
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2.4. EHRLICHIOSIS EN ESPANA

La primera descripcion bibliografica de ehrlichiosis canina en Espana data de 1988
y fue realizada en Catalufa (Font et al, 1988). Desde entonces y de forma especial en estos
ultimos afios, esta enfermedad ha sido diagnosticada de un modo rutinario por los clinicos

veterinarios de toda Espaiia.

Distintos estudios sefnalan que la presencia de garrapatas es un factor predisponente
para el desarrollo de infeccion por Ehrlichia spp. (Nims et al 1971; Botros et al 1995). A
lo largo de la geografia espafiola se pueden encontrar Rhipicephalus spp, Ixodes spp. y
Dermacentor spp (Estrada, 1994). La ehrlichiosis canina estd extendida por la practica
totalidad del territorio nacional, hecho que se puede deber a que la garrapata mas ubicua y
frecuente del territorio espafiol es precisamente el vector de E. canis, Rhipicephalus
sanguineus, la cual en muchos areas es la unica existente (Cordero del Campillo, 1980;

Herrero et al, 1992; Olmeda et al, 1993; Prieto et al, 1999).

Los estudios epidemioldgicos realizados hasta el momento son escasos si bien
todos ellos revelan una importante seroprevalencia en las distintas areas analizadas. En la
Comunidad de Madrid, la prevalencia es del 6,5% (Sainz et al, 1998a). En Castilla-Leon,
posiblemente como consecuencia del habitat, la prevalencia es mayor, 19,2% y variable
dependiendo de las provincias (Sainz et al, 1996). En Valencia la tasa de prevalencia segun
un estudio del afio 2000, se sittia en el 13,7% (Gonzalez et al, 2000). En la isla de Gran
Canaria se han diagnosticado casos autoctonos, estando la prevalencia en

aproximadamente un 2% (Sainz, 1998b). Estas prevalencias varian de las zonas rurales y
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periurbanas a las urbanas, en general se encuentra una mayor prevalencia en areas rurales
debido a un mayor contacto de los animales con garrapatas (Sainz et al, 1995; Tesouro y

Sainz, 2001)

Por otro lado, la mayor o menor exposicion al vector también parece influir en la
prevalencia de la enfermedad. Asi, Sainz et al en 1995 encuentran una prevalencia de un
66.7% en una jauria de perros de caza con infestacion masiva por garrapatas en la
comunidad de Madrid, mientras que en una poblacion de perros policia con un programa
profilactico intensivo que dificultaba la presencia de garrapatas encontraron un prevalencia

de tan s6lo un 2.29%.

Ademas de E. canis, en los ultimos afnos se vienen detectando la presencia de
morulas intraplaquetarias compatibles con E. platys (hoy, A. platys) en sangre de perros de
nuestro pais. Por técnicas serologicas como la inmunofluorescencia indirecta y el Wester-
blot se ha confirmado la presencia de anticuerpos anti-A. platys en perros de Espafia (Sainz

et al, 1999b).

En relacion con la posible patogenicidad de este agente en Espaia, perros
seropositivos a A. platys no tratados no han desarrollado signos de enfermedad compatible
con ehrlichiosis (Sainz et al, 1999b). No obstante, recientemente se¢ ha conseguido
identificar y caracterizar genéticamente este agente en un perro con sintomatologia clinica

de ehrlichiosis (Aguirre et al, 2004a)

También parece ser frecuente la presencia conjunta de E. canis y A. platys en el
mismo perro. De hecho, un estudio seroldgico realizado sobre un total de 47 sueros de
perros con trombocitopenia residentes en Espana ha mostrado que 15 de ellos eran
positivos solo a E. canis, 6 solo a A. platys y 10 a ambas especies, por lo que la presencia
de E. platys en Espafia parece ser mas importante de lo que en principio se creia (Sainz et

al, 1999b).
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Ademas, se han detectado en sangre de perro anticuerpos frente a otras especies
ehrlichiales como E. ewingii, N. risticii y A. phagocytophilum (Sainz et al, 1999a; Morales,
2000; Sainz et al, 2000b; Aguirre et al, 2003)

Por otro lado, se han observado concurrencia de ehrlichiosis con otras infecciones.
La leishmaniosis canina es la patologia que mas frecuentemente se encuentra asociada a
ehrlichiosis en nuestro pais. Asi, en perros diagnosticados de leishmaniosis y tratados
especificamente frente a ella, cuando la respuesta terapéutica no es suficientemente buena
y el proteinograma no termina de normalizarse, se debe descartar la presencia de
ehrlichiosis (Sainz et al, 1999b). Tampoco es raro, debido a la coincidencia de vectores
encontrar perros con ehrlichiosis y babesiosis y/o hepatozoonosis (Sainz et al, 1999b;

Prieto, 2003)

En cuanto a la ehrlichiosis felina en Espana, diferentes estudios seroldgicos han
mostrado la presencia en gatos de anticuerpos frente a diferentes especies de Ehrlichia
(Tesouro et al, 1998; Aguirre et al, 2004b), si bien en ningin caso el analisis mediante

PCR ha arrojado resultados positivos (Aguirre et al, 2004b).

En rumiantes, también se han descrito infecciones por Anaplasma
phagocytophylum, concretamente en ovejas y vacas en el norte de Espana (Juste et al,
1989; Garcia-Pérez et al, 2003)

En cuanto a la posible existencia de ehrlichiosis humana en nuestro pais, la
informacion clinica se limita a la descripcion de un caso de ehrlichiosis monocitica
humana en Soria (Saz et al, 1994) y otro de ehrlichiosis granulocitica humana descrito en

el Hospital de la Rioja en agosto de 1999 (Oteo et al, 2000; Oteo et al, 2001).
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2.5. TRANSMISION POR GARRAPATAS DE LAS EHRLICHIOSIS
HUMANAS Y ANIMALES

Como ya ha sido sefialado, la ehrlichiosis o enfermedad ehrlichial comprende las
enfermedades producidas en animales superiores por agentes infecciosos pertenecientes a
los géneros Ehrlichia, Anaplasma y Neorrickettsia. La transmision de estos agentes se
produce a través de agentes vectores, garrapatas en el caso de Ehrlichia y Anaplasma y

nematodos y trematodos en el caso de Neorricketsia.

Las garrapatas son pardsitos externos pertenecientes taxonomicamente al suborden
Metastigmata, orden Parasitiformes, subclase Acari, clase Arachnida, subphylum
Chelicerata, phylum Artropoda. Existen dos familias: Ixodidae o garrapatas duras y
Argasidae o garrapatas blandas (Hoskins y Cupp, 1988; Cupp, 1991).

Las garrapatas son uno de los principales grupos de artropodos que afectan la salud
animal, ejerciendo una accidn patdgena directa, derivada de su efecto expoliatriz, mecanico
y toxico, (Murnaghan y O’Rourke, 1978; Quiroz, 1984) y una accion patégena indirecta,

derivada de su capacidad de vehiculizar agentes patégenos (Hoogstraal, 1985).

Cuando las garrapatas vehiculizan agentes patdogenos con potencial zoondtico, la
salud humana también se encuentra involucrada (Hoogstraal, 1977). Se considera que las
garrapatas estan solo por detras de los mosquitos como vectores de enfermedades humanas
en el mundo (Parola y Raoult, 2001). Uno de los principales grupos de agentes patdgenos,

de conocido potencial zoondtico, de los que las garrapatas son vectores son los agentes
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ehrlichiales. Siendo las garrapatas de la familia Ixodiade las principalmente relacionadas

con la transmision de estas enfermedades (Kidd y Breitschwerdt, 2003).

Las garrapatas se encuentran distribuidas mundialmente aunque existe una
distribucion geografica particular para cada una de las especies, a su vez cada especie de
garrapata es vector de diferentes agentes patogenos. La existencia de las enfermedades
transmitidas por garrapatas en un area geografica estd condicionada a la existencia de la
garrapata vector. La identificacion de las especies de garrapatas es un factor importante en
la deteccion y diagnostico de las enfermedades transmitidas por garrapatas y es un

prerrequisito para su control y posible erradicacion (Cupp, 1991).

Rhipicephalus sanguineus o garrapata marréon del perro se encuentra distribuida
mundialmente, es vector entre otros agentes de Ehrlichia canis y Anaplasma platys, por
ello la ehrlichiosis canina es una enfermedad de distribucion mundial. Las garrapatas
vectores de Ehrlichia ruminantium pertenecen a diversas especies de Amblyoma que sélo
se encuentran en Africa, de ahi que la enfermedad del corazon de agua de los rumiantes se
encuentre limitada a ese area geografica (Bezuidenhout, 1987; Walker y Olwage, 1987;
Camus y Barre, 1987; Deem, 1998). Ehrlichia ewingii y E. chaffeensis son transmitidas
por Amblyomma americana, garrapata originaria del continente americano (Anziani et al,
1991; Murphy et al, 1998). Ixodes ricinus es la garrapata vector de Anaplasma
phagocytophilum distribuida tanto en el continente americano como el europeo (Cupp,

1991).

Las garrapatas son ectoparasitos hematofagos obligados, cada uno de sus estadios
evolutivos necesitan sangre como fuente nutritiva y en los adultos es necesaria para la
produccion de esperma y huevos (Cupp, 1991). Las garrapatas presentan cuatro estados
evolutivos en su ciclo vital: huevo, larva hexapoda, ninfa octopoda y adulto, las dos
ultimas son las mas importantes como vectores de enfermedad (Kidd y Breitschwerdt,
2003). La transformacion entre un estado evolutivo y otro requiere de una o mas mudas y
puede necesitar de uno, dos o mas huéspedes, esto tiene su importancia a la hora de su

funcion como vector de enfermedades.
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Las garrapatas inciden la piel del hospedador con el par de queliceros y
posteriormente insertan el hipostoma en la herida y lo hacen penetrar en la piel hasta llegar
a los capilares sanguineos que laceran produciendo un pequefio hematoma desde el que se
alimentan (Cupp, 1991). El anclaje de la garrapata al hospedador depende de sus partes
bucales, éstas son mas o menos grandes dependiendo de la especie, en general las
garrapatas con partes bucales mas pequefias producen una sustancia cementante que ancla
estrechamente la garrapata al hospedador (Binnington y Kemp, 1980). Las garrapatas
inyectan secreciones salivares que contienen sustancias que ayudan a penetrar en la piel del
huésped ademés de alterar localmente la hemostasia y producir una reaccion inflamatoria
local que facilita la nutricion de la garrapata desde la lesion producida (Tatchell y

Moorhouse, 1970; Balashov, 1972; Ribeiro et al, 1985; Ribeiro, 1987).

Algunas garrapatas pueden inocular componentes toxicos como el responsable de

la paralisis flacida (Gothe et al, 1979; Stone, 1988; Stone et al, 1989).

También es a través de la saliva como las garrapatas inoculan agentes patdégenos al
hospedador. La accion quimiotactica de las secreciones salivares, atrae a la zona células
inflamatorias factibles de ser infectadas por los patdégenos inoculados (Berenberg et al,
1972), y puede producir una inmunosupresion local que facilitaria el establecimiento de los

patdgenos transmitidos en el hospedador (Kopecky et al, 1999).

La garrapata ingresa los patdogenos en su organismo al alimentarse de un
hospedador infectado, éstos llegan al epitelio intestinal y penetran en la cavidad corporal
de la garrapata (el hemocele) acompanados del agua y de los iones en exceso que son
aprovechados por las glandulas salivares para formar la saliva que serd de nuevo inoculada,
en ese o en otro hospedador, permitiendo la transmision de los agentes infecciosos

ingeridos con la comida (Tatchell, 1967; Tatchell, 1969; Sauer et al, 1986).

Existe una transmision transestadial de los patdogenos vehiculizados por las
garrapatas, de tal manera que una infeccion adquirida en el estadio de ninfa se mantendra

hasta el adulto, pudiendo infectar a mas de un huésped a lo largo de su desarrollo (Cupp,
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1991). La transmision transovdrica, desde la garrapata hembra a su progenie, no parece
jugar un papel importante en la transmision natural de las enfermedades ehrlichiales. Asi,
mientras Donatien y Lestoquard en 1937 indicaban la existencia de transmision
transestadial y transovarica de E. canis en R. sanguineus, estudios posteriores demuestran

que la transmision es exclusivamente transestadial (Groves et al, 1975; Smith et al, 1976).

Los géneros de garrapatas de la familia Ixodidae de mayor importancia médica, por
su capacidad de transmision de patdgenos, son: Rhipicephalus, Dermacentor, Ixodes,

Boophilus, Amblyoma y Haemaphysalis.

El espectro de hospedadores suele ser amplio, no estando limitado a un hospedador
especifico, aunque suelen existir preferencias. Esta caracteristica y la transmision
transestadial de patdgenos, determinan la posibilidad de transmision de la enfermedad

entre distintas especies (Hoskins, 1991).

Las garrapatas son longevas y son capaces de mantenerse vivas, sin alimentarse,
por periodos prolongados en cualquiera de sus estadios de desarrollo. En general el
desarrollo de las garrapatas viene favorecido por climas céalidos, ya que no son capaces de
soportar condiciones extremas de frio o humedad, sin embargo pueden buscar proteccion
en casas, madrigueras, perreras, etc., pudiendo sobrevivir en climas frios (Kidd y

Breitschwerdt, 2003).

La longevidad de las garrapatas, su potencial reproductivo y la posible transmision
transovarica de algunos patogenos hace que las garrapatas no solo puedan actuar como

vectores de enfermedades, sino también como reservorios de patdgenos. (Cupp, 1991).

La ehrlichiosis canina es una enfermedad de distribuciéon mundial acorde a la
distribucion de su vector: Rhipicephalus sanguineus (Cordero del Campillo, 1980;
Hoskins, 1991). Esta garrapata es ademds capaz de vehiculizar otros agentes patdgenos
como: Ehrlichia platys, Hepatozoon canis, Anaplasma phagocytophylum, Babesia canis y

Haemobartonella canis, por lo que no es raro encontrar mas de una enfermedad asociada
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en el mismo animal (Hoskins y Cupp, 1988; Woody y Hoskins, 1991; Simpson et al, 1991;
Breitschwerdt, 2002).

Rhipicephalus sanguineus es también capaz de producir enfermedad paralizante en

perros.

En el perro las garrapatas adultas se encuentran fundamentalmente en las orejas, a
lo largo de la nuca y en los espacios interdigitales. Las larvas y ninfas se suelen encontrar
en las areas de pelo largo del cuello y en infecciones masivas se pueden encontrar todos los

estadios evolutivos en la mayoria de las regiones corporales (Hoskins, 1991).

Rhipicephalus sanguineus es una garrapata de tres hospedadores, en zonas
tropicales y subtropicales, la garrapata se puede encontrar durante todo el afio. En climas
mediterraneos su actividad se inicia en primavera perdurando hasta el otofio. En invierno
no se encuentran sobre los animales y en clima frio no son capaces de sobrevivir, sin
embargo pueden encontrar refugio en casas, pajares, perreras, lo que les permite su

supervivencia (Cupp, 1991).

Los adultos de R. sanguineus son capaces de sobrevivir sin alimentarse hasta 568
dias y pueden transmitir E. canis hasta 155 dias tras haberla ingerido (Lewis et al, 1977),
lo que nos muestra su gran potencial, aunque no exista transmision transovarica del
patdgeno, tanto como vector tanto como reservorio (Woody y Hoskins, 1991). Por ello, el
control de las poblaciones de garrapatas sobre el animal y el medio ambiente es
fundamental en la lucha y prevencion de las enfermedades ehrlichiales (Keefe et al, 1982,

Garris, 1991).

En Espafia se encuentran las siguientes especies de garrapatas: Rhipicephalus
sanguineus, Dermacentor reticulatus, Rhipicephalus turanicus, Ixodes ricinus, Ixodes
hexagonus (Estrada, 2003a; Estrada, 2003b).
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Dermacentor reticulatus predomina en las zonas humedas y frescas del norte
peninsular, mientras que Rhipicephalus sanguineus prefiere un ambiente mas calido que
encuentra en el resto del territorio espafiol (Estrada-Pefia, 2003a). En las zonas
Mediterraneas y del interior las infestaciones por garrapatas (R. sanguineus) tienen un ciclo
de actividad primaveral y estival. Mientras que existe una amplia franja que abarca toda la
cornisa Cantabrica, Galicia, Navarra y parte del norte de Castilla en que se aprecia un

incremento de las infestaciones por garrapatas en periodo invernal (D. reticulatus).

Poblaciones de Ixodes ricinus se encuentran en el norte de Espafia, manifestando
una actividad uni o bimodal en distintas 4reas segun las condiciones ambientales. Esta
garrapata prefiere areas de elevacion media con veranos templados y con lluvia de
moderada a elevada a lo largo del afio, por lo que su principal area geografica es el norte de
Espafia, estando ampliamente distribuida en el Pais Vasco (Moreno y Estrada-Pefia, 1997;

Estrada-Pena, 2001)
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2.6. INMUNOPATOGENIA

El cuadro clinico y las lesiones generadas en el curso de la ehrlichiosis son
consecuencia directa tanto de la propia infeccion bacteriana, como de la respuesta inmune
desencadenada por el hospedador. La excesiva produccion de anticuerpos en presencia de
una respuesta celular disminuida tiene un papel fundamental en la patogenia de la

enfermedad (Burghen et al, 1971; Reardon y Pierce, 1981; Harrus et al, 1999).

Con el fin de facilitar la comprension de la patogenia de la enfermedad, claramente
definida por la respuesta inmune inducida en el organismo hospedador, realizaremos una
breve descripcion de cada uno de los mecanismos del sistema inmune de los animales
superiores y su influencia en la resistencia frente a la infeccidn por organismos

ehrlichiales.

Todo organismo animal estd provisto de mecanismos defensivos frente a las
agresiones por patdogenos externos y el sistema inmune es el encargado de su puesta en

marcha.

Aunque, todos los mecanismos inmunoldgicos estan estrechamente relacionados se

puede hablar de dos tipos de inmunidad: la inmunidad innata y la inmunidad adquirida.

La inmunidad innata se corresponde con aquellos mecanismos desencadenados de
manera intrinseca una vez que el agente patdgeno entra en contacto con el organismo. Se
trata de mecanismos inespecificos que no requieren la identificacion del patdgeno. Si el
agente patogeno no es destruido por estos mecanismos, se desarrollan otros mas

sofisticados y especificos para la destruccion del agente. Estos ultimos constituyen la
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llamada inmunidad adquirida que necesita de un contacto previo con el patdogeno para su

puesta en marcha (Roitt, 1998a).

2.6.1. INMUNIDAD INNATA

Los mecanismos defensivos desarrollados por la inmunidad innata son: la

fagocitosis, el sistema del complemento, las células natural killer (NK) y las citoquinas.

A continuacion se revisaran diferentes aspectos de la importancia de estos

mecanismos en la infeccion por Ehrlichia spp.

La fagocitosis consiste en la ingestion y destruccion de agentes patogenos o de
células infectadas o degeneradas y la realizan células especializadas que forman parte del
llamado sistema fagocitario. El sistema fagocitario estd formado por los
polimorfonucleares neutréfilos (PMN) y por las células del sistema mononuclear
fagocitario (SMF). Las células del SMF derivan de los promielocitos de la médula 6sea
que tras su diferenciacion en monocitos sanguineos se asientan en los tejidos como

macrofagos maduros. (Roitt, 1998a)

Para activarse el mecanismo de la fagocitosis, es necesario que el patdgeno entre en
contacto con la célula y se adhiera a su superficie. Para ello existen proteinas de superficie
que actuan como receptores celulares para los ligandos bacterianos de Ehrlichia spp.

(Messick y Rikihisa, 1993).

Uno de los receptores de adherencia mas importante es el complemento receptor
tipo III (CR3: CD11b/CD18) que promueve, entre otros mecanismos, la fagocitosis y la
combustion respiratoria (Dib, 2000). Tanto el Interferon-gamma (IFN-y), como la integrina
B2: CDI11b/CD18 median la activacion celular y parece ser que juegan un papel

fundamental en la eliminacion de la infeccion al limitar la replicacion ehrlichial (Borjesson

et al, 2002).
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La adhesion bacteriana produce una activacion de la membrana celular y se inicia la
fagocitosis con la formacion de un fagosoma en el que se internaliza el agente bacteriano.
Los lisosomas celulares, vacuolas celulares en cuyo interior se encuentran una gran
variedad de enzimas y moléculas antimicrobianas preformadas, se fusionan al fagosoma y

se produce la digestion del patdégeno (Roitt, 1998a).

La destruccion de la célula fagocitaria provocaria la liberacion de agentes
bacterianos, enzimas lisosomicas y metabolitos téxicos capaces de producir una

destrucciodn tisular cronica con inflamacion.

Las Ehrlichias son bacterias cocoides, Gram negativas, de vida intracelular
obligada con tropismo, segun la especie implicada, por monocitos/macrofagos o
granulocitos, pero no por ambas células a la vez (Rikihisa, 1991a). Las bacterias
intracelulares obligadas, como Ehrlichia spp., necesitan para sobrevivir, ser internalizadas
por células; por ello, no s6lo han desarrollado mecanismos defensivos que eviten su
destruccion en el interior de las células sino también, y de manera paraddjica, mecanismos
que estimulan el proceso de fagocitosis. Estas bacterias son capaces de replicarse en el

interior de fagosomas del citoplasma de las células infectadas (Rikihisa 1991a).

Las Ehrlichias pierden su capacidad infectiva a las horas de hacerse extracelulares
(Park and Rikihisa 1991); es por ello que, al contrario que otros patdgenos, estas bacterias
desarrollan propiedades que les facilitan la penetracion al interior de las células,
favoreciendo la fagocitosis. La patogenia de la enfermedad estd relacionada con la
habilidad del organismo de replicarse en el interior de los macréfagos (Park y Rikihisa,
1991). Una vez favorecida la fagocitosis, el siguiente objetivo de la ehrlichia, para
sobrevivir y multiplicarse, es evitar la fusion de los lisosomas al fagosoma de inclusion
(Wells y Rikihisa, 1988; Petrovec, 1997; Gokce y Woldehiwet, 1999). Si el hospedador es
capaz de inhibir la actividad metabdlica ehrlichial, se producira la fusion de los lisosomas
con la membrana de inclusion ehrlichial (Messick y Rikihisa, 1994) y la destruccion de la
bacteria. El tratamiento con oxitetraciclinas se basa en este efecto, es decir, en destruir a la

bacteria al favorecer esta fusion (Wells y Rikihisa 1988).
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La infeccion por Ehrlichia spp. se produce tras la picadura del hospedador por una
garrapata hematdfaga. La propia picadura provoca inflamacion y liberacion de mediadores
quimicos que, a su vez, producen una quimiotaxis positiva de células inflamatorias. Este
efecto inflamatorio favorece la infeccion por Ehrlichia spp., ya que cuanto mayor sea el
nimero de granulocitos o monocitos/macrofagos en el punto de inoculacion, mayor

probabilidad de infectar estas células (Theis y Budwiser, 1997; Rikihisa, 1991).

Tras un periodo de incubacion que, segun diversos estudios, puede variar de ocho a
veinte dias (Ewing y Buckner, 1965; Hibler et al, 1986), se produce la diseminacion de los
agentes ehrlichiales por la circulacion sanguinea y linfatica (Huxsoll et al, 1970; Buhles et
al, 1974). El potencial patogénico del organismo se ve favorecido por la movilidad de los

macrofagos que pueden diseminar la infeccion por todo el organismo.

Las inclusiones ehrlichiales intracitoplasmaticas se suelen observar en sangre
durante 2 semanas, aunque en algunos animales se pueden ver hasta 52 dias post-infeccion
(Whist et al, 2002). Debido a que las ehrlichias son cocos muy pequefios y ademas son
muy pocos los organismos fagocitados por cada macroéfago (Park y Rikihisa, 1991), el
numero de células infectadas que presentan inclusiones ehrlichiales, al microscopio optico,
es menor de un 10% (Bakken et al, 1996). Sin embargo, se ha comprobado in vitro que, a
las 3 horas de la infeccion, practicamente el 100% de los macréfagos son positivos a
antigenos de Ehrlichia risticii en su citoplasma. En 48 horas los antigenos desaparecian en
un 50-70% de las células, volviendo a aparecer nuevamente en el 100% de las células a los

4-6 dias postinfeccion (Messick y Rikihisa, 1993)
A la vista de los resultados, los autores plantearon tres hipotesis:
1) Se desarrollan ehrlichias viables, no viables y restos ehrlichiales. Todo ello es
fagocitado, si bien solo las ehrlichias viables evitan la fusion fagosoma-lisosoma y

entran en multiplicacion; el resto de antigenos erhlichiales son digeridos por las

enzimas lisosomales y desaparecen.
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2) Las ehrlichias, como las clamidias (Moulder, 1991), presentan formas infectivas
y replicativas; ambas formas son fagocitadas, pero s6lo una es capaz de sobrevivir y

replicarse en los macrofagos.

3) Las células son inicialmente capaces de matar las ehrlichias viables, pero luego

son agotadas por la infeccion.
Finalmente los autores consideraron como mas probable la primera hipotesis.

La elaboracion de radicales libres de oxigeno y de nitrégeno es otro de los

mecanismos a través del cual los macréfagos o células fagocitarias son capaces de destruir
agentes infecciosos. Los patdgenos intracelulares desarrollan mecanismos para
contrarrestar los efectos de estos radicales, posibilitando su supervivencia en los

macrofagos.

Se ha demostrado experimentalmente que N. risticii puede penetrar en los
macrofagos sin estimular una combustion respiratoria (Williams et al, 1994); sin embargo,
en caso de exposicion previa al agente si se estimula este proceso de combustion (Williams
et al, 1994). De este modo, la produccion de una respuesta especifica puede eliminar la
infeccion por N. risticii siendo este fenomeno mediado por los radicales libres de oxigeno

producidos por los macrofagos (Williams et al, 1994).

Otros estudios demuestran que la infeccion con A. phagocytophilum produce una
disminucién de la combustion respiratoria que perdura aproximadamente 3 semanas

(Batungbacal, 1995; Banerjee et al, 2000; Whist et al, 2002).

La combustion oxidativa necesita para su funcion la activacion de la integrina
B2 (CD11b/CD18), relacionada con la destruccion intracelular y la eliminacion de la
infeccion (Berton et al, 1996; Dib, 2000). En infecciones experimentales, la falta de células
CDI11b/CD18 permite la replicacion de las ehrlichias (Borjesson et al, 2002), lo que

sugiere la importancia de este mecanismo en la patogenia de la enfermedad.
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Este bloqueo de la union de fagosoma-lisosoma como de la combustion
respiratoria, que tiene lugar en el curso de la ehrlichiosis, se produce tan solo frente a
Ehrlichias spp., es decir, estos mecanismos funcionan correctamente frente a otros agentes

que pudieran estar infectando simultaineamente al mismo animal (Lilliech6ok et al, 1999).

El sistema del complemento participa en la inmunidad innata favoreciendo que las

células fagocitarias se aproximen a las bacterias. El complemento es un sistema complejo
que media la respuesta innata a través de una cascada de reacciones enzimaticas cuyo fin
ultimo es la lesion de la membrana celular externa y la lisis de la célula diana. Son escasos
los estudios al respecto, si bien parece ser que el sistema del complemento no es

fundamental en la resistencia frente a infecciones por Ehrlichia spp. (Feng y Walker, 2004)

Las células natural Killer (NK) son linfocitos granulares grandes (LGG) que

reconocen glucoproteinas de alto peso molecular presentes en la superficie de células
infectadas y ejercen su accion defensiva induciendo la apoptosis de la célula diana. Se trata
de una accion citotoxica producida de manera innata. Las células NK son linfocitos no T,
no B que también intervienen en la inmunidad adquirida de tipo celular (McDonough y
Moore, 2000). Producen IFN-y que participa en la activacion de los macrofagos (Park y
Rikihisa, 1992) y las células NK presentes en higado también contribuyen a respuestas

antivirales, tumoricidas e inflamatorias patogénicas (Wiltrout, 2000).

Todas las células implicadas en el proceso infeccioso son capaces de secretar
sustancias que intervienen activamente en los procesos inmunes. Estas sustancias se
denominan citoguinas y son importantes mediadores de la activacion leucocitaria y de la
quimiotaxis en numerosas condiciones infecciosas e inflamatorias, compartiendo la
habilidad de activar y de dirigir la migracion de los diferentes tipos de leucocitos (Charley

y Blecha, 1991; Roitt, 1998a).

El Factor de Necrosis Tumoral-alfa (TNF-a) combinado con el IFN-y, producido
por los linfocitos T y las células NK, son indispensables en la proteccion frente a

infecciones ehrlichiales (Akkonyulu y Fikrig, 2000; Feng y Walker, 2004).
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En casos de ehrlichiosis cronica, la presencia de Ehrlichia spp. en los macrofagos
puede modular la respuesta inflamatoria a través de citoquinas que potencialmente
causarian efectos perjudiciales al hospedador, habiéndose sugerido que mucha de la
sintomatologia de la ehrlichiosis es mas bien debida a la perturbacion de los macrofagos

que a los efectos directos de Ehrlichia spp. (Rikihisa et al 1985).

Las citoquinas pueden tener un importante papel patogénico en la infeccion por
Ehrlichia spp. (Klein et al, 2000). Se ha demostrado que las células infectadas por el
agente de la ehrlichiosis granulocitica humana, producen citoquinas que actian como
potentes inhibidores de la proliferacion de células madre de la médula d6sea y pueden
contribuir a las citopenias observadas en el curso de la infeccion (Broxmeyer et al, 1990;

Adams y Lloyd, 1997; Klein et al, 2000).

Ademas, las ehrlichias son capaces de reducir la produccion de citoquinas de tipo
inflamatorio (interleuquina 1 (IL-1), interleuquina 6 (IL-6) y TNF-a) y de aumentar la
produccion de citoquinas de tipo supresor: (Macrophage Inflamatory Protein (MIP-1a),
Monocyte Chemotactic Protein (MCP-1) e Interleuquina 8 (IL-8)) (Mansueto et al, 1997,
Klein et al, 2000).

2.6.2. INMUNIDAD ADQUIRIDA

Hemos descrito anteriormente como Ehrlichia spp. sobrevive en el interior de las
células fagocitarias al alterar los mecanismos destructores innatos de estas células. Sin
embargo, las células fagocitarias son capaces de procesar pequeiios fragmentos antigénicos
y colocarlos en la superficie de la célula hospedadora (Charley y Blecha, 1991). Esto
permite su interaccion con células encargadas de la inmunidad adquirida, que representan

la inmunidad especifica frente a Ehrlichia spp.

Existen dos tipos de inmunidad adquirida: la inmunidad humoral y la inmunidad

celular.
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2.6.2.1 Inmunidad humoral

La inmunidad humoral estd mediada por linfocitos B, llamados asi porque se
diferencian en la médula 6sea (en inglés, bone marrow) (Roitt, 1998a). Estos linfocitos
elaboran unas moléculas tetrapeptidicas formadas por dos cadenas pesadas y dos ligeras
denominadas anticuerpos. De manera basica podriamos representar a los anticuerpos como
una estructura espacial de tres brazos, en forma de Y. Cada uno de estos brazos actiian
como regiones principales, dos de ellas capaces de comunicarse con el sistema del
complemento y los fagocitos (funciones biologicas) y otra capaz de reconocer y fijarse a un
microorganismo individual (funciéon de reconocimiento externo). Cada anticuerpo es
especifico para un antigeno, necesitando una porcion de reconocimiento especial, mientras

que las regiones de funcidn bioldgica pueden mantenerse constantes (Roitt, 1998b).

Cada linfocito B esta programado para elaborar un tnico tipo de anticuerpo, que
coloca en su superficie externa para que actie como receptor. Cuando un antigeno penetra
en el organismo, se unird a aquellos receptores (anticuerpos) en los que encaje bien. Los
linfocitos B, cuyos receptores han fijado antigeno, reciben una sefial y se convierten en
células plasmaticas, capaces de producir numerosos anticuerpos idénticos a aquel que
portaban en su superficie. A su vez, los linfocitos B sufren un proceso de expansion clonal,
multiplicdndose en elevado niimero para elaborar anticuerpos especificos para ese antigeno

en suficiente cantidad (Roitt, 1998b).

Los anticuerpos pueden inactivar antigenos extracelulares o recubrir patdogenos
bacterianos marcandolos para su posterior destruccion por células del tipo NK. La vida
intracelular de las bacterias es un mecanismo protector frente a los anticuerpos, que
carecen de poder de penetracion al interior de las células. (Pérez et al, 1996). Por ello la
respuesta inmune de tipo celular es el mecanismo defensivo por excelencia, aunque no

exclusivo, frente a bacterias intracelulares obligadas, como Ehrlichia spp. (Roitt, 1998a).

Tradicionalmente no se ha considerado que los anticuerpos jueguen un papel

importante en la defensa frente a la infeccion por Ehrlichia spp. Sin embargo, se ha

-49 -



Inmunopatogenia

observado que pueden ejercer una accion protectora al inicio de la infeccion (Kaylor et al,

1991).

Los anticuerpos podrian intervenir en la proteccion frente a infecciones ehrlichiales
a tres niveles:
e Facilitando la citolisis de organismos ehrlichiales por las vias clasicas de
deposicion del complemento y/o opsonizacion (Messick y Rikihisa, 1994;
Byrom et al, 1993),
e previniendo la unién e internalizacion en la célula hospedadora (Messick y
Rikihisa, 1994; Byrom et al, 1993)

e mediando la citolisis de los macrofagos infectados (Winslow et al, 2000).

Una vez que la infeccion se ha establecido en los tejidos, los anticuerpos ejercen su
accion (Kaylor et al, 1991). Esta respuesta de anticuerpos, independiente de los linfocitos
T, produce un control de la enfermedad en los primeros estadios de infeccion, antes del
desarrollo de una respuesta celular completa (Winslow et al, 2000). En cualquier caso es
necesaria la accion de la inmunidad celular para producir la resolucion completa de la
infeccion, hecho que los anticuerpos por si solos no son capaces de producir. La respuesta
humoral desencadenada en el curso de la infeccion por Ehrlichia spp. se mantiene a lo
largo de toda la infeccion e incluso mucho tiempo después del tratamiento (Reardon y
Pierce, 1981; Bartsch y Greene, 1996; Harrus et al, 1999). Esta exagerada respuesta
humoral, lejos de resolver la infeccion, produce graves complicaciones en el organismo

(Burghen et al, 1971; Reardon y Pierce, 1981; Harrus et al, 1999).

La dinamica de la produccion de anticuerpos en la infeccion por Ehrlichia spp. ha
sido ampliamente estudiada. Se han detectado anticuerpos especificos antiehrlichia a partir
de los 7 dias postinfeccion (Weisiger et al, 1975; Waner et al, 1996), aunque en la mayoria
de los casos no se desarrollan hasta la segunda o tercera semana postinfeccion. Estas
diferencias pueden estar en funcioén de la dosis infectiva (Rikihisa et al, 1992). La cota

maxima de anticuerpos se alcanza al mes de la fase de ehrlichiemia, persistiendo durante
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largos periodos de tiempo titulos elevados en el curso de la infeccion (Bartsch y Greene,

1996; Burghen et al, 1971; Harrus et al, 1997).

La existencia de cantidades elevadas de anticuerpos circulantes predispone a la
aparicion de inmunocomplejos circulantes que pueden causar graves lesiones en el
organismo tales como glomerulonefritis, poliartritis y uveitis, especialmente durante la fase

cronica (Codner y Maslin, 1992; Ristic y Holland, 1993; Harrus et al en 2001).

Esta intensa respuesta humoral desencadenada durante la ehrlichiosis es muy
amplia y no solo se restringe a la produccién de anticuerpos antiehrlichiales (Reardon y
Pierce, 1981). Asi, se han observado anticuerpos plaquetarios (Waner et al, 1995; Harrus et
al, 1996; Waner et al, 2000a) y antieritrocitarios (Ristic y Holland, 1993; Frank y
Breitschwerdt, 1999) en el curso de esta enfermedad. Por el contrario, no se ha detectado la
presencia de anticuerpos antinucleares (ANA) (Harrus et al, 2001), siendo estos
anticuerpos mas frecuentes en cuadros de autoinmunidad primaria idiopatica que en el

curso de autoinmunidad secundaria a una infeccion cronica.

Muchos patdgenos bacterianos y protozooarios transmitidos por vectores son
capaces de evitar la respuesta inmune del hospedador mediante la produccion de
variaciones antigénicas de sus proteinas de superficie (Deitsch et al, 1997). Una de las
causas de la intensa respuesta humoral generada por las distintas especies ehrlichiales
podria ser esta capacidad de recombinacion génica, que permitiria al agente causal variar
los epitopos superficiales inmunogénicos para evitar las defensas del hospedador e inducir
la produccion de numerosos anticuerpos y la persistencia de la infeccion (Reddy et al,

1998; Brown et al, 2003).

2.6.2.2. Inmunidad celular

Las células T, las citoquinas solubles y las células NK son los principales
responsables de la proteccion frente a las infecciones por patoégenos intracelulares. La

respuesta inmunomediada de tipo celular juega un papel decisivo en la infecciéon por

-51 -



Inmunopatogenia

Ehrlichia spp., tanto en la recuperacion de los animales de la infeccion como en la
resistencia a la reinfeccion (Nyindo et al 1980; Rikihisa, 1991; Ristic et al 1993; Williams
et al, 1994).

La denominacién de linfocitos T deriva del lugar donde maduran: el parénquima
timico. Los linfocitos T estan especializados en la destruccion de células infectadas por
microorganismos intracelulares. Para su activacion necesitan contactar con el antigeno que
portan las células presentadoras de antigeno (monocitos y macréfagos) en su superficie.
Para ello tiene un receptor antigeno-especifico (TCR) como parte integrante de su
membrana celular. El TCR se encuentra intimamente vinculado a un complejo de péptidos
transmembranosos denominado CD3. Una vez que el receptor TCR se liga al antigeno, el
CD3 es el encargado de activar a la célula. El CD3 so6lo se encuentra presente en los

linfocitos T y es la molécula empleada para su identificacion (Roitt, 1998b).

Para reconocer el antigeno, los linfocitos T necesitan que éste sea presentado en la
superficie de una célula acompaiiado de un marcador de superficie celular que informa al
linfocito T de estar haciendo contacto con dicha célula. Estos marcadores celulares
pertenecen a un importante grupo de moléculas conocido como Complejo Mayor de
Histocompatibilidad (CMH) (McDevitt, 2000). Existen dos tipos principales de CMH: el
CMH de clase I y el de clase I1.

El CMH de clase I esta presente practicamente en todas las células nucleadas del
organismo e interviene en el reconocimiento de los antigenos por parte de los llamados

linfocitos T citotoxicos 6 Tc (linfocitos CD3+,CD8+) (Jondal et al, 1996).

Las moléculas del CMH de tipo II se encuentran en los linfocitos B y en las células
presentadoras de antigeno (APC), que son los macrofagos o células del SMF. Las células
endoteliales y las células epiteliales cuando son inducidas por el IFN-y también pueden
actuar como células presentadoras de antigeno. Los linfocitos T cooperadores ¢ Th
(linfocitos CD3+, CD4+) son activados al reconocer el antigeno en la superficie de las

APC, asociado al CMH de tipo II (Williams, 1997).
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Los agentes ehrlichiales son capaces de afectar al procesado y presentacion de
antigenos por las APC, en un intento de perpetuar la infeccion y evitar la respuesta inmune

de tipo celular (Messick y Rikihisa, 1992).

El TCR se encuentra unido a la membrana celular por dos cadenas necesarias para
la especificidad antigénica. Existen dos tipos de TCR atendiendo al tipo de cadenas que lo
componen: TCRaf} y TCRy9 (Caldwell et al, 1995; De Rosa et al, 2004), La cantidad de
linfocitos de uno u otro tipo varia con la especie animal. Mientras que en rumiantes los
linfocitos Tyd representan del 30 al 80 % de los linfocitos T sanguineos (Hein y MacKay,
1991; Hayday, 2000), en humanos y en canidos estas células son minoritarias,
representando tan solo de un 0,5 a un 15 % de las células T en sangre de perros sanos
(Roitt, 1998a; McDonough y Moore, 2000). En nédulos linfaticos, bazo y timo este tipo de
linfocitos también son escasos, siendo, en general, mas predominantes en epitelio intestinal
y en piel (Goodman y Lefrancoi, 1988; Bucy et al, 1988; Hein y Mackay, 1991; Deush et
al, 1991, Roitt, 1998a). Otros autores han constatado la existencia de linfocitos Tyd
esplénicos en proporciones elevadas, hallandose en zonas de circulacion celular y no en las

areas convencionales de presencia de linfocitos T (McDonough y Moore, 2000).

Los linfocitos Tyd parecen ejercer una funcion citotoxica frente a células tumorales
y células autologas infectadas por patogenos intracelulares (Caldwell et al, 1995). Sin
embargo existen todavia muchas incégnitas en cuanto a su funcion y a los mecanismos por

los que reconocen antigenos (Hayday, 2000; De Rosa, 2004)

Otras importantes moléculas de superficie de los linfocitos T son las moléculas
CD4 y CDS8. La mayoria de los linfocitos Tyd son linfocitos que carecen de ambas
moléculas, es decir son linfocitos T CD4 y CD8 negativos. Mientras que dentro de los

linfocitos Tafy podemos diferenciar:
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e Los linfocitos T citotoxicos 6 Tc que expresan en su superficie el antigeno
CD8 y reconocen antigenos exogenos asociados a moléculas de
histocompatibilidad de tipo I (Jondal et al, 1996).

e Los linfocitos T cooperadores 6 Th (en ingles, helper) que presentan el
antigeno CD4 en su superficie y reconocen los antigenos asociados al

complejo mayor de histocompatibilidad de tipo I (Williams, 1997).

Los linfocitos Tc (CD3" CDS8") contribuyen a la resistencia frente a infecciones
intracelulares por virus, protozoos y patogenos bacterianos a través de diferentes
mecanismos (Harty et al, 2000). Asi, los linfocitos Tc secretan perforinas que crean poros
en la membrana basal de las células diana y transfieren enzimas almacenadas en granulos
citoplasmaticos (granzimas) que inducen la apoptosis de las células diana (Smyth y
Trapini, 1995). Estos linfocitos también participan en los mecanismos inmunitarios con la
produccion de citoquinas como IFN-yy TNF-a (Harty et al, 2000). También pueden
actuar como potentes células desencadenantes de una respuesta memoria tras la infeccion,
segun se ha podido constatar en modelos humanos y murinos de leishmaniosis (Miiller et

al, 1993; Miiller et al, 1994; Mendonca et al 1995).

Los linfocitos Th (CD3+ CD4+), dependiendo de las citoquinas que elaboran, son
capaces, bien de inducir una respuesta de tipo humoral estimulando la produccion de
anticuerpos por las células B, o bien de inducir una respuesta de tipo celular activando
macrofagos y células citotoxicas para la destruccion de los patogenos intracelulares. Los
linfocitos T cooperadores en base a la produccion de estas citoquinas se subclasifican en

Thl y Th2:

e Los linfocitos Thl producen interleuquina 2 (IL2) e interferon-y (IFN- y) entre
otras citoquinas e inducen una respuesta inmune de tipo celular, importante en la

eliminacion de patogenos intracelulares. (Akkonyunlu y Fikrig, 2000).
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e Los linfocitos Th2 producen interleuquina 4 (IL4) e interleuquina 5 (IL5) entre
otras citoquinas e inducen una respuesta inmune de tipo humoral, mas orientada a

la lucha frente a patogenos extracelulares (Roitt, 1998a).

Las poblaciones de linfocitos T y B son poblaciones independientemente reguladas, de
modo que la ausencia de una de estas poblaciones no se compensa por el aumento de la
otra. Algo similar ocurre entre las poblaciones de linfocitos T de tipo aff y ¥d. Sin
embargo, dentro de los linfocitos T o las poblaciones CD4" y CD8" son correguladas, es
decir, una disminucion en el numero de una de ellas suele producir un incremento en el
nimero de las otras de tal manera que el nimero total de células of se mantiene

relativamente constante (Rocha et al, 1989; Freitas y Rocha, 2000).

Morfolégicamente, se ha observado la presencia de linfocitos grandes granulares
(LGL), cuya cantidad aumenta considerablemente en ciertos procesos patologicos,
fundamentalmente relacionados con neoplasias y estimulos antigénicos cronicos. El

analisis inmunofenotipico de estos linfocitos divide a éstos en dos lineas:

1) Linfocitos granulares grandes CD3’, que no expresan el receptor de células T

(TCR), estarian representados por las células NK (McDonough y Moore, 2000).

2) Linfocitos granulares grandes CD3", que expresan el receptor de células T (TCR) y
representan células T citotoxicas activadas (Loughran et al, 1988; Scott y Richards,

1992). Suelen ser CD4’, pero pueden ser CD8™ 6 CD8™ (Wellman et al, 1989). Los
linfocitos granulares grandes CD3", CD4", CDS8" suelen ser linfocitos T de tipo 3.

Aunque existe poca informacion sobre los linfocitos granulares grandes en perros

normales, se estima que esta poblacion puede comprender del 0 al 10% de la poblacion de

linfocitos circulantes (McDonough y Moore, 2000).
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Poco se ha estudiado sobre la respuesta inmune de tipo celular en casos de ehrlichiosis
canina y de otras especies. Parte de este hecho se ha debido a la dificultad en obtener
anticuerpos monoclonales (MADbs) especificos para linfocitos caninos (Byrne et al, 2000).
Actualmente el desarrollo de MAbs especificos para la diferenciacion de antigenos
leucocitarios en perros ha ayudado enormemente al estudio de la respuesta celular asi
como al andlisis detallado y a la clasificaciéon histopatoldgica de las enfermedades

linfoproliferativas (Dumler et al, 2000).

Aunque existe poco conocimiento de la inmunopatogenia de la ehrlichiosis en cuanto a
la respuesta celular, se ha observado que individuos infectados por Ehrlichia pueden ser
capaces de superar la infeccion tras la fase aguda de la enfermedad, ya que una respuesta
inmune adecuada, de tipo celular, llevaria a una recuperacion espontinea y a la
disminucion o incluso a la negativizacion del titulo de anticuerpos (Madigan et al, 1990;
Artursson et al 1999). Sin embargo, sin tratamiento y si la respuesta inmune no es la
adecuada, la infeccion se suele mantener latente estableciéndose un estado de portador

prolongado (Reddy et al, 1998).

Uno de los mecanismos por los que no se activa una respuesta celular efectiva puede
ser la capacidad de las echrlichias de producir variaciones antigénicas en epitopos

superficiales que dificultarian su reconocimiento por los linfocitos T (Brown et al, 2003).

En el curso de la infeccion experimental se ha observado que la respuesta inmune de
tipo celular disminuye con el tiempo y desaparece sobre el dia 147 post-inoculacion,
mientras que el titulo de anticuerpos humorales aumenta con el tiempo y se mantiene en
una eclevada concentracion (Nyindo et al, 1980). Por el contrario, la recuperacion del
animal frente a la infeccion se ha asociado a la existencia de linfocitosis T (Everett et al,
1994, Caldwell et al, 1995). La falta de respuesta inmune adecuada conduce a la
cronicidad de la infeccion y ésta, al agotamiento del organismo, provocando la aparicion
de un cuadro clinico y lesional tan grave que puede conducir a la muerte del individuo. En

estos casos los titulos de anticuerpos especificos anti-Ehrlichia se mantienen elevados a lo
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largo de toda la enfermedad, por lo que se intentd establecer, sin éxito, una medida de la

respuesta celular en base a su correlacion con el titulo de anticuerpos (Nyindo et al, 1980).

En el curso de la infecciones ehrlichiales se ha observado la presencia de leucopenia
con neutropenia y linfopenia en los primeros dias de la infeccion experimental, retornando
los recuentos a la normalidad hacia el dia 13-16 post-infeccion (Woldehiwet, 1991). La
linfopenia se caracterizaba por una disminucion en el nimero de linfocitos B y T y un

aumento en el nimero de células NK (Woldehiwet, 1991).

Otro estudio reafirma la importancia de la respuesta celular como proteccion frente a la
ehrlichiosis, al observar una infeccion mas grave en Pastores Alemanes que en Beagles,
relacionada con la respuesta celular disminuida caracteristica de los primeros (Nyindo et

al, 1980).

En cuanto a las subpoblaciones de linfocitos T, en el curso de la ehrlichiosis se ha
observado una inversioén del indice linfocitario CD4/CDS8, debido a un incremento de los
linfocitos T CD8" y una disminucion de los linfocitos CD4" (Woldehiwet, 1991; Heeb et
al, 2003). La inversion del indice CD4/CD8 sugiere una inmunoincompetencia que puede
predisponer a los animales infectados a padecer otras enfermedades y, a su vez, otras
enfermedades pueden hacerlos susceptibles al desarrollo de la fase cronica de la
enfermedad (Woldehiwet y Scott, 1982b; Woldehiwet, 1991; Larsen et al, 1994; Frank y
Breitschwerdt, 1999; Gokce y Woldehiwet, 1999).

En el mismo sentido, recientemente se ha demostrado la importancia de linfocitos T
CD4 y CDS8 en la proteccion frente a la infeccion por Ehrlichia muris en ratones.
Concretamente los linfocitos T citotoxicos son fundamentales en la proteccion inmune
frente a Ehrlichia spp. (Feng y Walker, 2004). Estudios anteriores ya habian sugerido un
probable aumento de la citotoxidad mediada por células consecutiva a un incremento en
linfocitos Tc y NK en el curso de las infecciones ehrlichiales (Weiser et al, 1991). La
contribucion de los linfocitos T cooperadores en la inmunidad frente a esta infeccion es

fundamentalmente a través de la secrecion de IFN-y, unido a su papel en el desarrollo de la
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inmunidad humoral y en la proliferacion de linfocitos T citotoxicos (Feng y Walker, 2004).
El IFN-y produce la activacion de los macréfagos y su consecuente produccion de
moléculas toxicas como el NO (Park y Rikihisa, 1992; Akkoyunlu y Fikrig, 2000; Banerjee

et al, 2000) para la eliminacion de los patdgenos intracelulares.

En dos casos de ehrlichiosis canina, se ha encontrado la existencia de linfocitos T
dobles positivos CD4+ CD8+, hasta representar un 18% de las células T (Heeb et al,
2003). La funcién de estos linfocitos T CD4+ CD8+ dobles positivos no se conoce, pero
pueden representar una proliferacion clonal secundaria a inflamaciones crénicas como es el

caso de la ehrlichiosis (Heeb et al, 2003).

Se ha observado una base celular en la patogenia de la trombocitopenia dependiente de
linfocitos T, que a su vez ejercen una accidon citotoxica sobre monocitos autdlogos
infectados por ehrlichias, aunque el mecanismo exacto debe ser determinado (Kakoma et

al, 1977).

Los linfocitos granulares grandes parecen participar también en la inmunopatogenia de
la ehrlichiosis (Weiser et al, 1991; Heeb et al, 2003), ya que se ha descrito la posible
aparicion de linfocitosis granular de tipo yd prolongada en el curso de la ehrlichiosis canina
cronica (McDonough y Moore, 2000). La proliferacion de linfocitos grandes granulares de
tipo yd, poblacion normalmente minoritaria , se observa también en personas tratadas de

ehrlichiosis (Caldwell et al, 1995).

En perros ademads de en ehrlichiosis, la linfocitosis granular se ha descrito en procesos
neoplésicos como la leucemia linfocitica cronica y la leucemia linfoblastica aguda (Weiser

etal, 1991; Heeb et al, 2003).

La mayoria de los linfocitos granulares grandes circulantes en el hombre son CD3"
(Richards y Scott, 1992), es decir, células NK. Sin embargo, la mayoria de los casos de

linfocitosis granular en humanos se debe a la proliferacion de linfocitos T CD3", con una
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escasa proporcion de células NK (Pandolfi et al, 1992). Esta misma observacion se ha

detectado en perros afectados de linfocitosis granular (McDonough y Moore, 2000).

Para finalizar este capitulo, pasamos a realizar una breve descripcion de la patogenia

de la enfermedad en relacion a las tres fases de la misma (aguda, subclinica y cronica).

Tras la entrada y replicacion de E. canis en el interior de las células del SMF, se
produce su diseminacidn por el organismo via sanguinea y linfatica. Esto coincide con la
fase aguda de la enfermedad, que suele durar de 2 a 4 semanas (Huxsoll et al, 1970;
Buhles et al, 1974).

La infeccion por Ehrlichia spp. produce una hiperplasia del sistema linforreticular que
se manifiesta a nivel de los 6rganos linfoides, por una activacion de los centros germinales
con incremento de la poblacion blastica. Esta transformacion se observa tanto a nivel del
bazo como de los noddulos linfaticos, produciéndose una disminucion de poblacion
linfocitaria madura y un aumento de la poblacion linfobléstica. Esta actividad hiperplasica
afecta tanto a los linfocitos T como a los B durante la fase aguda de la infeccion (Reardon

y Pierce, 1981).

La hiperplasia linforreticular conduce a una esplenomegalia que favorece el secuestro
de plaquetas y eritrocitos, lo que contribuye a la presentacion de anemia y a la
trombocitopenia observada. Ademds, el bazo como gran productor de anticuerpos
contribuye a la patogenia y gravedad de la enfermedad a través de la inefectiva
sobreproduccion de anticuerpos y como fuente de macroéfagos (Harrus et al, 1997; Harrus

et al, 1999).

Se ha observado que, en la -ehrlichiosis granulocitica, Ehrlichia infecta
predominantemente células precursoras mieloides en 6rganos hematopoyéticos que podrian
representar el foco primario de infeccion desde el cual los neutréfilos maduros infectados
emergen a la sangre (Klein et al, 1997; Bunnell et al, 1999). Tanto las células progenitoras

de lineas monociticas como granulociticas en la médula 6sea son susceptibles de ser
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infectadas (Klein, 1997). Sin embargo, menos de un 10% de las células maduras
circulantes se ven infectadas en el curso de la infeccion (Bakken et al, 1996). Algunos
autores sugieren que la infeccion se propagaria por liberacion de células de la médula dsea
infectadas (Bunnell et al, 1999). Se especula la posibilidad de un secuestro duradero de los

agentes infecciosos en 6rganos como médula 6sea, bazo o pulmon (Bunnell et al, 1999).

En los primeros estadios de las infecciones ehrlichiales se observa un incremento en la
actividad de la médula 6sea (Buhles et al, 1975; Reardon y Pierce, 1981) aunque esto no
repercute en un incremento en la produccion de células sanguineas maduras (Reardon y

Pierce, 1981).

El sistema linforreticular en su conjunto tiene un papel multifactorial en la infeccion
aguda por E. canis y las lesiones histologicas que afectan a las células del sistema hematico
y linforreticular reflejan una reaccion exagerada del hospedador en un intento de
compensar una respuesta inmune ineficaz (Reardon y Pierce, 1981; De Castro et al, 2004).
En este sentido, se ha observado un incremento del numero de linfocitos tanto en nddulos
linfaticos como en bazo en esta fase aguda. Concretamente, en nddulos linfaticos esta
poblacion esta integrada por un gran numero de linfocitos CD8+ que pueden inducir un
dafio tisular por la eliminacién a través de citolisis de las células infectadas, contribuyendo

asi a la patogenia de la enfermedad (De Castro et al, 2004).

Tras la fase aguda de la ehrlichiosis, los animales pasan a un estado subclinico que
puede establecerse durante afios y en el que, en ausencia de sintomatologia clinica, el
agente permanece en organos como bazo y médula 6sea. La fase subclinica de la
enfermedad aparece a las 6-9 semanas de la infeccion y puede durar de 1 mes a 5 afios
(Buhles et al, 1974; Codner et al, 1986). Esta fase se caracteriza por ausencia de
sintomatologia con o sin presencia de alteraciones hematologicas (como anemia,
trombocitopenia y leucopenia) y por titulos elevados de anticuerpos humorales (Greene y
Harvey, 1984; Codner et al, 1986). Durante esta fase pueden ocurrir tres supuestos:

1. los animales se recuperan espontaneamente (Greene y Harvey, 1984; Hibler et al,

1986; Madigan et al, 1990; Artursson et al 1999),
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2. son tratados y eliminan la infeccion (Greene y Harvey, 1984; Hibler et al, 1986;
Madigan et al, 1990; Artursson et al 1999) o
3. pasan a la fase cronica de la enfermedad (Buhles et al, 1974; Greene y Harvey,

1984; Reddy et al, 1998).

Se debe dar gran importancia a la identificacion de los individuos en fase subclinica
de la infeccion, con el fin de evitar que la enfermedad progrese hacia la fase cronica

(Harrus et al, 1998b; Harrus et al, 1999).

Las condiciones por las que se desarrolla la fase crénica de la infeccion son
desconocidas y pueden estar relacionadas con la raza, el estado inmunitario del individuo,
condiciones de estrés, coinfeccion con otros parasitos o reinfecciones persistentes (Harrus
et al, 1997; Breitschwerdt et al, 1998b). Factores individuales del paciente asociados con la
resistencia o susceptibilidad a la enfermedad clinica, probablemente relacionados con su

sistema inmune, deben ser determinados todavia (Wong y Thomas, 1998).

En cuanto a la patogenia de la fase cronica de la enfermedad, poco se sabe (Harrus
et al, 1999). La existencia de una disrregulacion previa del sistema inmune, bien por
autoinmunidad o por infeccion con otros agentes, predispone a los pacientes al desarrollo
de enfermedad clinica en el curso de la infeccion por Ehrlichia spp. (Wong y Thomas,

1998).

Parece ser que situaciones de estrés o de inmunosupresion son capaces de
desencadenar un cuadro clinico tras una prolongada fase subclinica (Codner y Farris-
Smith, 1986). Sin embargo, en el curso de infecciones experimentales y durante la fase
aguda de la enfermedad, un estado de inmunosupresidon ni previene ni modifica

significativamente las manifestaciones clinicas de la ehrlichiosis (Reardon y Pierce, 1981).
La participacion de mecanismos inmunomediados en la patogenia de la enfermedad

es, si cabe, mas acusado en la fase cronica de la misma (Harrus et al, 1999). La gravedad

de la fase cronica se ha asociado a la trombocitopenia y al grado de aplasia medular
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(Hildebrant et al, 1973; Buhles et al, 1974; Codner y Farris-Smith, 1986). La hipoplasia de
médula dsea observada en fases cronicas puede ser el resultado de la infeccion persistente
que promueve el fallo o supresion de las células madre pluripotenciales y puede estar
inmunologicamente mediada (Huxsoll, 1990), habiéndose observado infiltrados

plasmocitarios en la médula 6sea (Frank y Breitschwerdt, 1999).

También se propone la existencia de un factor esplénico supresor de la
hematopoyesis cuya produccion se encuentra inducida por la infeccion por Ehrlichia spp.
Es posible que este factor juegue un papel en la supresion de la médula 6sea que aparece

en la fase cronica de la enfermedad (Harrus et al, 1997).

Durante esta fase cronica se observa también infiltracion extensiva de los 6rganos
parenquimatosos por células plasmaticas y acimulos perivasculares de estas células en
pulmones, rifiones, bazo, meninges y ojos, principalmente (Reardon y Pierce, 1981). Se ha
asociado a la enfermedad el desarrollo de glomerulonefritis y nefropatia con pérdida de
proteinas en la fase cronica de la enfermedad por depositos de inmunocomplejos

circulantes (Frank y Breitschwerdt, 1999).

La infiltraciéon por células plasmaticas de las meninges estd relacionada con la
aparicion de signos neurologicos asociados a la ehrlichiosis cronica (Woody y Hoskins,

1991, Frank y Breitschwerdt, 1999).

En resumen, aunque no del todo conocida, estd bien documentada la existencia de
una respuesta inmune aberrante en el curso de la ehrlichiosis (Burghen et al, 1971;
Reardon y Pierce, 1981; Harrus et al, 1999), la cual influye enormemente en la patogenia
de la enfermedad. De hecho, como acabamos de exponer, un gran nimero de alteraciones,
lesiones y signos clinicos se pueden explicar desde un punto de vista inmunoldgico.
(Hildebrandt et al, 1973; Woody y Hoskins, 1991; Ristic y Holland, 1993; Waner et al,
1995; Harrus et al, 1999).
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2.7. CUADRO CLINICO DE LA EHRLICHIOSIS CANINA

La sintomatologia asociada a la ehrlichiosis canina es muy inespecifica, habiéndose
llegado a identificar mas de 50 signos clinicos diferentes asociados a esta patologia (Sainz,

1996).

Se distinguen tres fases en esta enfermedad tanto a nivel del cuadro clinico como de
la patogenia, si bien clinicamente no siempre es sencillo conocer la fase de la enfermedad.
Este hecho se debe a que, aunque para cada una de estas fases se describe un cuadro clinico
con predominio de una sintomatologia concreta, una gran variedad de signos clinicos
pueden aparecer tanto en la fase aguda como en la cronica (Huxoll et al, 1970; Troy y
Forrester, 1990; Woody y Hoskins, 1991). La fase subclinica es probablemente la mas
sencilla de identificar puesto que se caracteriza por la ausencia de sintomatologia,
apareciendo Uinicamente alteraciones biopatologicas (Woody y Hoskins, 1991; Sainz et al,

1996).

Una vez que se ha producido la entrada de Ehrlichia spp. en el organismo, el
periodo de incubacion de la enfermedad viene a durar de 9 a 14 dias, tras los cuales
comienzan a aparecer las primeras manifestaciones de la enfermedad que se corresponden
en el tiempo con la fase aguda de la enfermedad. Esta suele durar de 4 a 7 semanas. La
presencia de garrapatas deberia observarse en esta fase; sin embargo, no es un signo
constante y solo se ha constatado en un 40% de los animales afectados (Troy et al 1980;
Greene et al, 1985). Por supuesto el contacto con garrapatas es imprescindible para el

desarrollo de la enfermedad, por lo que en zonas endémicas realizar una buena anamnesis
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demandando informacién sobre el contacto con los vectores es fundamental (Woody y

Hoskins, 1991; Breitschwerdt, 2003).

Tras la fase aguda se presenta la fase subclinica, caracterizada por la ausencia de
sintomatologia. Su duracion en infecciones naturales puede ser de hasta 5 afos (Codner y
Farris-Smith, 1986). Durante la misma el animal puede superar la enfermedad (Greene y
Harvey, 1984; Hibler et al, 1986) o progresar en un momento dado hacia la fase cronica
(Buhles et al 1974; Greene y Harvey, 1984), que puede conducirle a la muerte (Bhules et
al, 1974).

La virulencia de la cepa de E. canis, la duracion del proceso, el grado de respuesta
del perro afectado, su edad y raza son factores que determinan la evolucién de la
enfermedad, asi como la presentacion de un mayor o menor niimero de manifestaciones

clinicas (Nyindo et al, 1980; Greene y Harvey, 1984).

El cuadro clinico mas frecuente (en el 75% de los casos) es la aparicion de
sintomatologia general inespecifica (Sainz et al, 1996). Entre los signos generales se puede
detectar fiebre, apatia, decaimiento, anorexia o apetito caprichoso, pérdida de peso,
linfadenomegalia, esplenomegalia (Huxsoll et al 1970; Troy et al, 1980; Greene y Harvey,
1984; Kuehn y Gaunt, 1985; Greene et al, 1985; Breitschwerdt et al, 1987; Waddle y
Littman, 1988; Sainz et al, 1996). También puede aparecer edema de extremidades o de

escroto (Huxsoll et al, 1970; Woody y Hoskins, 1991; Breitschwerdt, 1995).

Estas son las manifestaciones clinicas mas frecuentes en la fase aguda, aunque
también suelen aparecer con bastante frecuencia en las formas leves de la fase cronica

(Troy et al, 1980; Hibler et al, 1986).

Las manifestaciones respiratorias, oculares y cutdneas son las siguientes en
frecuencia de presentacion, apareciendo en un 35- 40% de los casos (Sainz, 1996). Estos
signos suelen ser mas habituales en la fase cronica, aunque también se han descrito en la

fase aguda (Huxsoll et al, 1970; Codner et al, 1985; Gelatt, 1991).
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El cuadro respiratorio se caracteriza por la presentacion de exudado mucopurulento
acompafiado en ocasiones de disnea y tos (Huxsoll et al, 1970; Codner et al, 1985; Kuehn
y Gaunt, 1985; Sainz, 1996). La disnea puede también ser debida a la existencia de anemia

severa (Sainz, 1996).

Los signos oftalmolégicos suelen ser mas frecuentes en la fase cronica de la
enfermedad, habiéndose descrito uveitis anterior, fotofobia, conjuntivitis, opacidad corneal
e hipema. M4as raramente se puede presentar retinitis difusa, desprendimiento de retina,
hemorragia subretiniana y neuritis optica (Troy et al, 1980; Hoskins et al, 1983, Troy y
Forrester, 1990). Se ha descrito también la aparicion de ceguera aguda en casos de
ehrlichiosis monocitica canina (Harrus et al, 1998d; Gould et al, 2000). Estos cuadros
oftalmologicos graves parecen estar asociados a la hiperviscosidad sanguinea secundaria a

la gammapatia monoclonal presente en algunos casos de ehrlichiosis (Harrus et al, 1998c).

Si bien la unica sintomatologia cutanea relacionada con la ehrlichiosis hasta hace
poco tiempo era la aparicion de equimosis y petequias (Troy et al, 1980; Waddle y
Littman, 1988; Perille y Matus, 1991), Sainz en 1996 describe una incidencia
relativamente elevada de problemas cutaneos asociados a la ehrlichiosis, que pueden variar
desde la mala calidad del pelo hasta la aparicion de dermatitis alopécicas con eritema y
descamacion que remiten tras el tratamiento; lesiones semejantes han sido descritas por

otros autores ( Price et al, 1987; Sagredo et al, 1994)

La frecuencia de presentacion de hemorragias se estima en un 35% (Kuehn y
Gaunt, 1985; Waddle y Littman, 1988; Sainz et al, 1996), si bien algunos estudios refieren
incidencias mas altas (Troy et al, 1980) y otros, mas bajas (Price et al, 1987). El signo
hemorragico mas frecuente (en el 70% de los casos con hemorragias) es la epistaxis (Price
et al, 1987; Troy y Forrester, 1990; Sainz et al, 1996). Otros signos hemorragicos que
pueden aparecer son petequias, equimosis, hematoquecia, hematuria o hemorragia
subconjuntival. También ha sido descrita la aparicion de hematomas tras la extraccion

sanguinea o la inyeccion de farmacos (Troy et al, 1980).
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Otros sintomas que se pueden presentar, con menor frecuencia y especialmente en

fase cronica, son de tipo neurologico, digestivo, locomotor, urinario y reproductor.

A nivel neurologico se ha observado la aparicion de episodios de ataxia, sindromes
de neurona motora superior e inferior, hiperestesia generalizada, polineuropatia periférica,
e incluso convulsiones (Troy et al, 1980; Greene et Harvey, 1984; Hibler et al, 1986;
Maretzki et al, 1994; Meinkoth et al, 1998; Sainz, 1996; Hernandez et al, 2003)

En cuanto al sistema locomotor se ha descrito la aparicion de cojeras intermitentes
debidas a poliartritis (Bellah et al, 1986; Cowell et al, 1988) y polimiositis (Buoro et al,
1990).

Los signos digestivos suelen ser infrecuentes, limitindose a la aparicion de
hematemesis y de sangre en heces en animales con tendencias hemorragicas (Hildebrant et
al, 1973; Woody y Hoskins, 1991), aunque mas recientemente se han descrito procesos

diarreicos de intestino grueso (Sainz, 1996).

En fases cronicas se puede desarrollar una glomerulopatia inmunomediada que
produce una insuficiencia renal la cual no suele responder al tratamiento. En estos casos la
sintomatologia asociada es la cldsica de una insuficiencia renal cronica: poliuria,

polidipsia, anorexia, vomitos o ulceras orales (Troy et al, 1980; Codner y Maslin, 1992).

La patologia a nivel reproductor es muy poco frecuente, habiéndose descrito
hemorragias petequiales en mucosa genital y edema de escroto. En hembras se ha asociado
con ehrlichiosis la presencia de sangrado prolongado durante el proestro y el post-parto,

infertilidad, abortos y muerte neonatal (Woody y Hoskins, 1991; Garcia-Pérez et al, 2003).
Tal y como se acaba de referir, la sintomatologia de esta enfermedad es muy

variada e incluso recientemente se ha descrito un caso de trombosis de la aorta y de la vena

porta en un perro con ehrlichiosis (Bressler et al, 2003).
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2.8. ALTERACIONES LABORATORIALES EN EL CURSO DE LA
EHRLICHIOSIS CANINA

A continuaciéon vamos a analizar las principales alteraciones laboratoriales

observadas en la ehrlichiosis.

2.8.1 ALTERACIONES HEMATOLOGICAS

La trombocitopenia es casi un factor constante en la infeccion por Ehrlichia,
apareciendo a los 15-20 dias post-infeccion 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,
1991a; Harrus et al, 1997). Sin embargo, se han descrito casos de ehrlichiosis sin
trombocitopenias (Woody y Hoskins, 1991; Frank y Breitschwerdt, 1999). La patogenia de
la trombocitopenia es compleja y multifactorial, participando mecanismos inmunolégicos y
no inmunologicos que producen una disminucion de la produccion y un aumento de la

destruccion de plaquetas (Weisiger et al, 1975; Harrus et al, 1996b; Grindem et al, 1999)

Uno de los mecanismos inmunoldgicos que intervienen en la trombocitopenia por
ehrlichiosis es la produccidon de anticuerpos antiplaquetarios. Estos anticuerpos se han
encontrado en elevadas cantidades tanto en perros tras la infeccién experimental o natural,
(Harrus et al, 1996b; Buhles et al, 1974; Lewis et al, 1975; Waner et al, 1995; Grindem et
al, 1999; Waner et al, 2000a) como en personas afectadas por ehrlichiosis (Wong y
Thomas, 1998). En el perro estos anticuerpos se encuentran en unos niveles elevados a

partir del séptimo dia post-infeccion, luego comienzan a disminuir hacia el dia 29,
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desapareciendo en el dia 75 (Grindem et al, 1999). Para otros autores la trombocitopenia
llega a su maxima expresion sobre el dia 30 y posteriormente comienza a recuperarse
(Reardon y Pierce, 1981). La trombocitopenia en la fase aguda de la infeccion podria ser
debida fundamentalmente a una destruccion plaquetaria inducida por la presencia de estos
anticuerpos. Se han sugerido diversos mecanismos por los que los anticuerpos
antiplaquetarios participan en la génesis de la trombocitopenia: favorecen el secuestro de
plaquetas recubiertas de anticuerpos por el bazo y otros tejidos linfoides; favorecen la
destruccion plaquetaria prematura por fijacion del complemento o fagocitosis; inducen
disfuncion plaquetaria que conduce al sangrado, aun con la presencia de un nimero normal
de plaquetas; afectan el ritmo de produccion plaquetaria (Kakoma et al, 1977; Harrus et al,

1996b; Frank y Breitschwerdt, 1999; Grindem et al, 1999).

Ademas, se han descrito otros mecanismos que intervienen en la patogenia de la
trombocitopenia como la existencia de un factor supresor de la migracion plaquetaria

sintetizado por los linfocitos B (Abeygunawardena, 1988; Ristic y Holland, 1993).

De todo ello se deduce que en la fase aguda de la infeccion, la trombocitopenia es
generada por una disminucion de la vida media plaquetaria mas que por un descenso en la
produccion de plaquetas (Reardon y Pierce, 1981). En esta fase llega incluso a observarse
un incremento de la trombopoyesis (Waner et al, 1995), mientras que, en la fase cronica de
la enfermedad, la principal causa de trombocitopenia seria la hipoplasia de médula 6sea

(Woody y Hoskins, 1991).

La fase aguda de la chrlichiosis puede cursar con anemia producida por la
destruccion acelerada de eritrocitos por mecanismos inmunologicos (Buhles et al, 1974;
Reardon y Pierce, 1981). En esta fase la anemia normalmente es regenerativa (Woody y
Hoskins, 1991) ya que la médula dsea suele ser hipercelular (Buhles et al, 1975). Un
elevado niimero de perros con anemia regenerativa seran positivos al test de Coombs, lo
cual debe ser tenido en cuenta para no incurrir en errores diagndsticos (Greene et al, 1985).
Durante la fase subclinica, el recuento de eritrocitos generalmente se normaliza (Buhles et

al, 1974), aunque se pueden encontrar casos con ausencia de sintomatologia clinica y
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presencia de alteraciones hematologicas (Codner y Farris-Smith, 1986). En la fase crénica,
la anemia serd no regenerativa debido a la destruccion continuada de eritrocitos, la pérdida
cronica de sangre y la existencia de hipoplasia o aplasia medular (Hildebrant et al, 1973;

Buhles et al, 1974; Woody y Hoskins, 1991; Makinde y Bobade, 1994).

El recuento de leucocitos en sangre es variable, encontrando inicialmente una ligera
leucopenia (Buhles et al, 1974; Reardon y Pierce, 1981) debida al secuestro de leucocitos
motivado por procesos inmunologicos e inflamatorios (Ristic, 1976). Esta leucopenia
puede transformarse posteriormente en leucocitosis (Hibler et al, 1986). Se ha descrito una
inversion de la formula leucocitaria en perros con ehrlichiosis, con presentacion de una
neutropenia y una linfocitosis relativa (Sainz, 1996), también se ha resefiado la existencia

de linfocitosis granular (Weiser et al, 1991; Heeb et al, 2003)

Estas citopenias (anemia, leucopenia, trombocitopenia) son mucho mas graves en la
fase cronica y se suelen asociar a una hipoplasia medular; habiéndose observado incluso la
aparicion de aplasia medular completa con cuadro severo de pancitopenia que desemboca
en la muerte del perro (Hildebrant et al, 1973; Buhles et al, 1974; Waddle y Littman, 1988;
Makinde y Bobade, 1994). Otros procesos inmunoldgicos, ademas de la produccion de
citoquinas participan en estas citopenias de fase cronica. No obstante, en la fase cronica de
la enfermedad suele observarse una plasmocitosis debida al estimulo antigénico cronico

(Hildebrandt et al, 1973; Weisiger et al, 1975; Kuehn y Gaunt, 1985).

La leucopenia observada en el curso de la ehrlichiosis, motivada por una deplecion
del nimero de neutréfilos, se puede presentar con un aumento de células inmaduras que
carecen de capacidad fagocitaria y de combustion respiratoria Optima lo que incrementa la
susceptibilidad de estos pacientes a otras infecciones (Taylor et al, 1941; Woldehiwet,

1987; Whist et al, 2002; Whist et al, 2003).

La funcion de los leucocitos también puede verse alterada, asi, los linfocitos de
perros con ehrlichiosis pueden producir un factor con efecto citotoxico sobre monocitos

autologos (Kakoma et al, 1977).
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2.8.2. ALTERACIONES BIOQUIMICAS

Hiperproteinemia con hipoalbuminemia, hiperglobulinemia e
hipergammaglobulinemia son las alteraciones bioquimicas predominantes en perros

infectados por E. canis (Weisiger et al, 1975; Harrus et al, 1996a).

La exacerbada produccion de anticuerpos presente en ehrlichiosis canina se traduce
en la existencia de hiperproteinemia, (Burghen et al, 1971; Troy et al, 1980; Kuehn y
Gaunt, 1985; Weiser et al, 1991), caracterizada por una hipergammaglobulinemia
principalmente policlonal (Burghen et al, 1971; Buhles et al, 1974; Ristic y Holland,
1993). No obstante, también se ha observado hipergammaglobulinemia monoclonal
(Hoskins et al, 1983; Breitschwerdt et al, 1987). La concentracion de gamma-globulinas
aumenta durante la fase febril de la ehrlichiosis canina y persiste durante las fases
subclinica y cronica de la enfermedad (Ristic y Holland, 1993). Los niveles de
hipergammaglobulinemia y de actividad de anticuerpos especificos no guardan correlacion,
indicando que la mayoria de las globulinas responsables de la elevacion de las

gammaglobulinas no son anticuerpos frente E. canis (Reardon y Pierce, 1981).

La hipergammaglobulinemia monoclonal produce un aumento de la viscosidad de
la sangre que puede exacerbar la tendencia hemorragica de la enfermedad y tener
consecuencias oftalmologicas como hemorragias intraoculares, desprendimiento de retina e

incluso ceguera aguda (Harrus et al, 1998b; Martin, 1999; Gould et al, 2000)

La hipoalbuminemia comienza a presentarse hacia el dia 14 y se recupera a partir
del dia 35 sin llegar a los valores normales iniciales (Reardon y Pierce, 1981). La
hipoalbuminemia, que se observa en la primera fase de la infeccion, puede ser
consecuencia tanto de la pérdida periférica de albimina a fluidos edematosos por el
incremento de permeabilidad vascular, pérdida de sangre o disminucion de la produccion
de proteina debida a una enfermedad hepatica concurrente (Reardon y Pierce, 1981). La
hipoalbuminemia también podria mantenerse como mecanismo compensatorio de la

hiperglobulinemia, para asi contrarrestar un incremento de la presion oncotica y prevenir el
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aumento de viscosidad de la sangre (Woody y Hoskins, 1991). En fases més cronicas, la
glomerulopatia y la vasculitis podrian ser las causas de la hipoalbuminemia (Woody y

Hoskins, 1991; Codner y Maslin, 1992).

Aunque en perros con ehrlichiosis se suelen encontrar valores normales de los
parametros laboratoriales indicadores tanto de la funcionalidad hepatica como de la renal
(Greene, 1995), se han descrito aumentos de la ALT y de la fosfatasa alcalina,
fundamentalmente en fase aguda, que pueden también acompafiarse de hiperbilirrubinemia
(Troy y Forrester, 1990). Estos valores suelen disminuir hasta niveles fisioldgicos con la
instauracion de una terapia apropiada, excepto en aquellos animales en los que, como
consecuencia de la ehrlichiosis, se ha producido una lesion hepatica o renal irreversible

(Woody y Hoskins, 1991)

Los aumentos en la urea y la creatinina por encima de los valores fisiologicos de
referencia pueden tener un origen prerrenal (deshidratacion) o renal, habiéndose observado
casos de uremia asociados a glomerulonefritis y a plasmocitosis intersticial renal (Troy et

al, 1980; Breitschwerdt et al, 1987).

La proteinuria y la hematuria, con o sin uremia, se han detectado en infecciones
experimentales durante la fase aguda de ehrlichiosis. La pérdida maxima de proteinas se
detecta a las 3-4 semanas post-infeccion y es debida a una nefropatia motivada por la
existencia de lesiones ultraestructurales a nivel glomerular (Codner y Maslin, 1992). Esta
proteinuria desaparece durante la fase subclinica, al igual que ocurre con la
hipoalbuminemia. En fases cronicas la aparicion de proteinuria y hematuria, con o sin
uremia (Troy et al, 1980), esta relacionada con la existencia de lesiones gromerulares
inmunomediadas (Troy y Forrester, 1990; Breitschwerdt, 1995). También se ha detectado
proteinuria en perros con gammapatia monoclonal; en estos casos, el perfil electroforético
de las proteinas de la orina presenta un paralelismo con las séricas, apareciendo un claro

aumento de las IgG (Breitschwerdt et al, 1987).
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En caso de aparicion de problemas hemorragicos, se suelen observar tiempos de
hemorragia y de retraccion del coagulo prolongados debido a la existencia de
trombocitopenia o trombocitopatia (Kuehn y Gaunt, 1985; Hibler et al, 1986). El tiempo de
protrombina, el tiempo de tromboplastina parcial activada y los productos de degradacion
del fibrinégeno suelen ser normales (Kuehn y Gaunt, 1985), excepto en el caso de que se

haya instaurado un cuadro de coagulacion intravascular diseminada (Hibler et al, 1986).

El analisis del liquido cefalorraquideo de perros con sintomatologia neuroldgica
muestra elevados niveles de proteinas y pleocitosis mononuclear con gran nimero de

linfocitos y c€lulas plasmaticas (Greene et al, 1985)
En casos con artritis, el liquido sinovial suele presentar una coloracion amarillenta

con aumento de la concentracion de proteinas y del recuento celular, con predominancia de

neutrofilos maduros (75%) y con algunos macrdfagos y linfocitos.
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2.9. DIAGNOSTICO DE LA EHRLICHIOSIS CANINA

En cualquier proceso patologico para llegar al diagndstico es necesario previamente
presuponer la compatibilidad del proceso con el diagnéstico (Scott et al, 2001). Un mismo
cuadro clinico puede ser compatible con varias enfermedades y una misma enfermedad
puede tener presentaciones clinicas diversas; por ello, habitualmente se realiza una primera
aproximacion a los posibles diagnosticos diferenciales en base a las caracteristicas clinicas
del proceso y posteriormente se confirman o descartan estos diagnosticos con pruebas

laboratoriales.

En el capitulo de diagnoéstico de la ehrlichiosis canina, hay que tener en cuenta, por
un lado, las caracteristicas clinicas y laboratoriales compatibles con ehrlichiosis y, por otro
lado, aquellas pruebas que determinan directa o indirectamente la presencia del agente

patdgeno en el animal.

2.9.1. DIAGNOSTICO CLINICO:

Tal y como se ha abordado previamente, el cuadro clinico de la ehrlichiosis canina
es totalmente inespecifico: depresion, letargia, pérdida de peso, anorexia, fiebre,
linfadenomegalia (Huxsoll et al 1970; Greene y Harvey, 1984; Breitschwerdt et al, 1987;
Waddle y Littman, 1988; Troy et al, 1980; Khuen y Gaunt, 1985; Greene et al, 1985;
Sainz, 1996). Estos signos clinicos pueden aparecer en numerosas enfermedades y no
siempre aparecen conjuntamente en el curso de la ehrlichiosis canina. Por otro lado, el
cuadro clinico de la ehrlichiosis también varia en funcién del animal y de la fase de la

enfermedad.
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La aparicion de cuadros hemorragicos como epistaxis, petequias en piel o mucosas,
melena, hematuria, hipema o hemartrosis hacen mas probable la inclusion de la ehrlichiosis
en un listado de diagnoésticos diferenciales; sin embargo, esta sintomatologia hemorragica

se presenta en menos de la mitad de los perros con ehrlichiosis (Troy y Forrester, 1990).

La deteccion de garrapatas en la exploracion o el conocimiento de una infestacion
previa en un animal enfermo, o incluso sano, es suficiente para sugerir una probable
infeccion por Ehrlichia spp, en especial, en areas con una alta tasa de prevalencia (Keefe et

al, 1982; Garris, 1991; Woody y Hoskins, 1991).

Asi pues, el cuadro clinico puede sugerir la presencia de ehrlichiosis, si bien no
existen signos patognomonicos de la enfermedad. En cualquier caso, el analisis de la
sintomatologia clinica es fundamental para, en su caso, poner en marcha las pruebas

encaminadas al diagnostico de esta enfermedad.

2.9.2. DIAGNOSTICO DIFERENCIAL

Debido a la gran variedad de signos clinicos con los que cursa la ehrlichiosis, el
diagnostico diferencial debe incluir numerosas patologias. Sin embargo, la leishmaniosis,
en areas geograficas como la nuestra, es la enfermedad con la que mas frecuentemente se
puede confundir, debido a la similitud de muchos de sus signos: hemorragias, apatia,
pérdida de peso, linfadenopatia, uveitis, hiperproteinemia con hiperglobulinemia, artritis,

etc. (Sainz, 1996).

También se debe diferenciar de otras enfermedades transmitidas por garrapatas

como la babesiosis o la hepatozoonosis.

Otra patologia con sintomatologia y alteraciones en la analitica sanguinea similares
es el lupus eritematoso sistémico (Kelly et al, 1994a). En ehrlichiosis, a pesar de la gran
cantidad de autoanticuerpos producidos no se han encontrado anticuerpos antinucleares,

caracteristicos del lupus eritematoso sistémico (Harrus et al, 2001).
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La presencia de linfocitosis granular o la afectacion de la médula ésea podria
confundirla con procesos neoplasicos como el mieloma, la leucemia linfoblastica aguda o

la leucemia linfocitica cronica (Weiser et al, 1991; Heeb et al, 2003).

2.9.3. DIAGNOSTICO LABORATORIAL

2.9.3.1 Pruebas laboratoriales inespecificas

Los resultados de pruebas como la hematologia y la bioquimica sanguinea pueden
ayudar al diagndstico de ehrlichiosis canina. Entre los hallazgos que nos pueden hacer
sospechar de la presencia de esta enfermedad se encuentra la trombocitopenia. Es éste el
hallazgo més frecuente en perros con ehrlichiosis canina, apareciendo a los 15-20 dias
postinfeccion y pudiendo perdurar durante todas las fases de la enfermedad (Troy et al,
1980; Greene et al, 1985; Codner y Farris-Smith, 1986; Breitschwerdt et al, 1987; Waddle
y Littman, 1988; Davoust et al, 1991a). El recuento plaquetario no siempre se correlaciona
con la presencia y gravedad de cuadros hemorragicos (Troy et al, 1980), pudiéndose
encontrar trombocitopenia en ausencia de hemorragia y hemorragias en ausencia de
trombocitopenia (Kuehn y Gaunt, 1985; Codner et al, 1985; Woody y Hoskins, 1991;
Perille y Matus, 1991)

La hiperproteinemia debida a una hiperglobulinemia es un hallazgo también
frecuente en el curso de la ehrlichiosis canina, debido al estimulo antigénico cronico
(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).

El aumento de las globulinas no esté tan relacionado con la cantidad de anticuerpos
producidos frente a E. canis como con la duracion de la enfermedad y la produccion de
autoanticuerpos (Burghen et al, 1971; Ristic et al, 1972; Weisiger et al, 1975; Reardon y
Pierce, 1981).
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La hiperglobulinemia suele corresponder a una gammapatia policlonal, como se
puede apreciar por electroforesis (Kuehn y Gaunt, 1985; Ghorbel et al, 1993b).
Ocasionalmente se puede detectar gammapatia monoclonal por aumento de
inmunoglobulina G (Hoskins et al, 1983; Codner y Farris-Smith, 1986; Breitschwerdt et al,
1987; Matus et al, 1987).

Acompanando a la hiperglobulinemia se suele encontrar una hipoalbuminemia,
producida por diferentes causas como el agotamiento de la albumina en el proceso
inflamatorio y el catabolismo proteico asociado a la enfermedad (Burghen et al, 1971;
Hibler et al, 1986; Woody y Hoskins, 1991; Davoust et al, 1993). Ademas, se ha
observado una relacion inversamente proporcional entre la cantidad de proteina perdida en
orina y la concentracion sérica de albumina, por lo que la presencia de proteinuria es un

indicador importante de la disminucion de la albimina (Codner y Maslin, 1992).

También pueden encontrarse en el curso de la ehrlichiosis canina otras alteraciones
laboratoriales, menos frecuentes, como anemia, leucopenia, elevacion de la fosfatasa
alcalina o de la alanina transaminasa (Waddle et al, 1988; Troy et al, 1980; Frank y
Breitschwerdt, 1999).

2.9.3.2. Pruebas laboratoriales especificas
2.9.3.2.1 Examen microscopico del agente etiologico

La observacion de morulas o inclusiones intracelulares compatibles con E. canis
en el interior de monocitos y/o linfocitos de sangre circulante es diagnostico de la infeccion
(Elias, 1991; Mylonakis et al, 2003). Sin embargo, es dificil la observacion de estas formas
debido a su pequeno tamafo y a que el total de células mononucleares infectadas suele ser
inferior al 1%; este porcentaje se va reduciendo a medida que evoluciona la enfermedad
(French y Harvey, 1983; Cowell et al, 1988). La probabilidad de encontrar las formas
intracelulares aumenta durante la fase de infeccion aguda, especialmente en perros
leucopénicos, si previamente se realiza una leucoconcentracion de la muestra sanguinea y

se realiza una extension de la capa de globulos blancos (Ewing, 1969; Hibler et al, 1986;
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Beaufils y Legroux, 1992) o si se realiza una fina extension de sangre periférica obtenida

del pabellon auricular (Ewing, 1969; Greene y Harvey, 1984; Hibler et al, 1986).

También se han observado estas morulas en leucocitos procedentes de liquido
cefalorraquideo, liquido articular y de lavado prostatico (Bellah et al, 1986; Cowell et al,
1988; Maretzki et al, 1994; Meinkoth et al, 1998).

La observacion de las morulas, si bien indica infeccion, no identifica el tipo de

agente ehrlichial responsable de la misma.

Las morulas también pueden detectarse a partir de cultivos celulares a partir de
sangre de perros infectados. Sin embargo, esta técnica no tiene utilidad clinica puesto que
pueden pasar hasta 8 semanas en obtenerse cultivos positivos. Ademas, son costosos
econdmicamente, solo suelen estar disponibles en laboratorios especializados y no siempre
se consigue el aislamiento; en todo caso, los cultivos son una importante herramienta de

investigacion (Neer et al, 2002).

2.9.3.2.2Diagnostico seroldgico

Las técnicas seroldgicas son las pruebas diagnosticas mas utilizadas ante una
infeccion ehrlichial. Estas técnicas no detectan el organismo causal, sino anticuerpos

producidos frente a éste.

Los titulos elevados de anticuerpos se pueden observar tras la exposicion al agente,
durante la fase aguda, subclinica y cronica de la infeccion e incluso después de un
tratamiento efectivo. Por ello es importante entender que un diagnéstico seroldgico
positivo puede indicar infeccidon activa, o simplemente exposicion al agente, y que la
interpretacion de los resultados de estas pruebas siempre debe realizarse en el contexto del

caso clinico y no de forma aislada (Cohn, 2003).
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En fases iniciales de la infeccion aguda y en animales moribundos se pueden
encontrar titulos negativos, en los primeros por no haber dado tiempo a la produccion de
una respuesta humoral y en los segundos por agotamiento de la produccion de anticuerpos

(Weisiger et al, 1975; Waner et al, 2001; Cohn, 2003).

En el suero se detectan anticuerpos antiehrlichia del tipo inmunoglobulina G entre
los 7 y los 28 dias post-infeccion (Ristic et al, 1972; Buhles et al, 1974), si bien a los 20
dias casi todos los perros suelen ser seropositivos, alcanzando valores maximos del titulo
de anticuerpos a los 80 dias después de la infeccion (Buhles et al, 1974; Maeda et al,
1987). El titulo de anticuerpos antiehrlichia persiste elevado mientras la infeccion perdure

(Ristic et al, 1972; Buhles et al, 1974; Weisiger et al, 1975).

Como ocurre con otras enfermedades infecciosas, los altos titulos de anticuerpos no
confieren inmunidad protectora por lo que una nueva exposicion al agente causal podra
originar de nuevo el cuadro de ehrlichiosis, aunque suele cursar de un modo menos grave

(Buhles et al, 1974; Weisiger et al, 1975).

Son dos las técnicas serologicas mas empleadas para el diagndstico de ehrlichiosis

canina: la inmunofluroescencia indirecta y las técnicas de enzimoinmunoensayo.

La inmunofluorescencia indirecta (IFI) es la técnica mas empleada tanto en
medicina veterinaria como en medicina humana y presenta una alta sensibilidad y
especificidad para el diagnostico de E. canis (Ristic et al, 1972; Ristic y Holland, 1993;
Waner et al, 2000b). En la actualidad, la IFI se sigue considerando la técnica diagnostica
de referencia (Neer et al, 2002). Emplea como antigeno cultivos celulares infectados
(Dawson et al, 1991). En relaciéon con su especificidad, se ha comprobado la ausencia de
reacciones cruzadas con un gran nimero de agentes: Leptospira canicola, Brucella canis,
herpesvirus canino, virus de la parainfluenza, Borrelia burgdorferi y diversas Rickettsias
como R. tsutsugamushi, R. canada, R. burnetti, R. mooseri, R. akari (Ristic et al, 1972;
Magnarelli y Anderson, 1993).
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Se ha sefialado la existencia de reacciones cruzadas entre diferentes especies de la
familia Ehrlichiaceae, siendo éstas mas intensas entre las especies del mismo género,
aunque los titulos son siempre mas elevados para el agente que estd causando la infeccion
(Woody y Hoskins, 1991). Existe una fuerte reaccion cruzada entre E. canis y N. sennetsu
(Ristic et al, 1981), E. chaffeensis (Anderson et al, 1991; Dawson et al, 1991), E.
ruminantium (Kelly et al, 1994b; Matthewman et al, 1994a) y mas ligeramente con N.
helminthoeca (Rikihisa et al, 1991).

Es importante sefialar la ausencia de reaccion cruzada entre E. canis y E. platys

(Greene y Harvey, 1984) y entre E. canis y A. phagocytophilum (Ristic et al, 1976).

Recientemente se han comercializado pruebas serologicas de muestreo que emplean
la tecnologia ELISA, para su empleo rapido en la propia clinica veterinaria, con un valor
cualitativo y no cuantitativo. Se ha observado una buena correlacion entre los resultados de
estas técnicas de ELISA y la inmunofluorescencia indirecta con una sensibilidad igual o
superior al 71% y una especificidad que puede llegar al 100%. La sensibilidad de estas
pruebas disminuye para valores del titulo de anticuerpos menores de 1:320 (Waner et al
2000b; Harrus et al, 2002), por lo que en caso de sintomatologia compatible y resultado
negativo, seria aconsejable repetir la prueba en una o dos semanas, para dar tiempo a un

aumento significativo del titulo de anticuerpos en el caso de infecciones agudas.

Estas pruebas rapidas pretenden, ante todo, tener un valor orientativo, siendo la
especificidad y sensibilidad superior en el caso de la IFT (Waner et al, 2000b; Harrus et al,
2002).

También se han utilizado, aunque con menos frecuencia, otras técnicas diagndsticas
como el inmunoblot, con el que se puede detectar una banda polipeptidica de 25-kd en las
fases precoces de la enfermedad (Nyindo et al, 1991). Con las técnicas de inmunoblot se
puede tipificar con mas precision el agente causal, diferenciando entre las diferentes
especies ehrlichiales que pueden dar una reaccion seroldgica cruzada (Greene, 1995).

Existen otros métodos tutiles para la realizacion de muestreos amplios como la aglutinacion
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en placa de latex, si bien los resultados deben confirmarse posteriormente con la

inmunofluorescencia indirecta.

3.9.3.2.3. Diagnostico molecular

La reaccion en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction o PCR) es una
técnica molecular basada en las propiedades bioquimicas del ADN, asociadas a la
composicion y secuencia de nucleotidos. La PCR emplea segmentos cortos y simples de
nucleotidos, llamados cebadores, cuyas secuencias son complementarias de las secuencias
del ADN del organismo que se investiga. La amplificacién de los cebadores permite la
identificacion del ADN bacteriano. Los cebadores y otros reactivos necesarios para que se
produzca la reaccidon en cadena de la polimerasa se afiaden a un volumen de solucidén que
contiene ADN representativo de la muestra de estudio, incluido ADN del hospedador y del
microorganismo que se busca. La muestra puede ser cualquier tejido del hospedador que

pueda portar al agente investigado (Sellon, 2003).

Los cebadores empleados para la deteccion de agentes ehrlichiales pueden ser
genéricos o especie-especificos. Los laboratorios de diagndstico suelen emplear cebadores
genéricos y, cuando el resultado es positivo, emplean cebadores especie-especificos (Cohn,
2003). Existen variaciones de la técnica segun los cebadores empleados, la concentracion
de los reactivos, la temperatura y/o la duracion de cada ciclo. El protocolo a utilizar no esta
consensuado a nivel general para todos los laboratorios, debiéndose en cualquier caso
optimizar y homogeneizar las condiciones de la técnica en cada laboratorio (Kakoma et al,

2000; Cohn et al, 2003)

Si bien en principio, el diagnostico molecular parece el mas especifico y fiable en
cuanto a la deteccion de organismos, tiene también sus limitaciones. Asi la extremada
sensibilidad de estas pruebas, puede conducir con facilidad a resultados falsos positivos
por contaminacién. Por otro lado, tras la muerte del microorganismo investigado, sus
acidos nucleicos pueden permanecer en el hospedador, sin que el periodo de permanencia

de los mismos se conozca en la actualidad (Sellon, 2003).
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Aunque es menos probable, se pueden observar falsos negativos debido a la
presencia en la muestra de inhibidores de la PCR, como la heparina. También la eleccion
de la muestra puede condicionar los resultados. Las ehrlichias y fundamentalmente
Ehrlichia canis podrian permanecer secuestradas en células de tejidos del sistema
mononuclear fagocitario (bazo, médula 6sea); generalmente las muestras empleadas en el
diagnéstico rutinario proceden de sangre del paciente, por lo que se podria obtener
resultados negativos en sangre y existir Ehrlichia canis secuestrada en otros tejidos (Harrus

et al, 1998a)

Al comparar la PCR con otras técnicas diagndsticas, se observa que su sensibilidad
para la deteccion de E. canis tanto en sangre como en otros tejidos, parece ser similar o
ligeramente inferior a la de otras técnicas de uso habitual como la IFI o el ELISA (Igbal et
al, 1994b; Igbal y Rikihisa, 1994), por lo que las pruebas de diagndstico molecular no
deben suplir a las pruebas seroldgicas en el diagnostico de la ehrlichiosis y deben
considerarse pruebas complementarias a las tradicionalmente empleadas (Kakoma et al,

2000; Sellon, 2003).

El Grupo de Estudio de Enfermedades Infecciosas del Colegio Americano de
Medicina Interna Veterinaria recomienda que el empleo de técnicas de PCR para el
diagnostico de ehrlichiosis canina debe ir siempre acompafiado de la realizacion de pruebas

serologicas (Neer et al, 2002).
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2.10. TRATAMIENTO DE LA EHRLICHIOSIS CANINA

A lo largo de la historia y desde las primeras descripciones de la ehrlichiosis
canina, se han empleado en el tratamiento de la ehrlichiosis un gran niimero de farmacos
como el tripan azul, acaprina, gonacrina, sales orgdnicas de antimonio y de arsénico y
solucion salina formolada, aunque con todos ellos, la respuesta fue decepcionante (Ewing,
1969; Ghorbel et al, 1993a). Algunos antimicrobianos como la sulfametacina,
sulfameracina, sulfonamida y penicilina tampoco tuvieron éxito en el tratamiento de esta

enfermedad (Ewing, 1969; Breitschwerdt, 1995).

La tetraciclina y los antibioticos de su familia han sido tradicionalmente los
farmacos efectivos empleados para el tratamiento de la ehrlichiosis (Huxsoll et al, 1970;
Bhules et al, 1974). Aunque la tetraciclina y la oxitetraciclina siguen manteniendo su
eficacia, son la doxiciclina y la minociclina los farmacos de este grupo mas empleados en
la actualidad, debido a su excelente absorcion y a su sencilla administracion una vez al dia
(Shaw y Rubin, 1986; Troy y Forrester, 1990; Neer et al, 2002), en comparacion con la
dosificacion de las otras tetraciclinas cada 8 horas y en ayunas. Ademas, la oxitetraciclina
puede ser nefrotoxica, mientras que la baja toxicidad renal de la doxiciclina hace
recomendable su empleo en perros con insuficiencia renal (Van Heerden e Immelman,
1979). Hay que tener en cuenta que cualquiera de los farmacos incluidos en este grupo de

antibioticos produce decoloracion dental en cachorros.

La doxiciclina act@ia favoreciendo la fusion entre los fagosomas, donde se
encuentran las ehrlichias, y los lisosomas. También posee actividad bacteriostatica, se
implanta en los ribosomas de la bacteria e inhibe, de este modo, la sintesis de proteina
bacteriana (Brouqui y Raoult, 1990). Se han empleado diversos protocolos de tratamiento

con la doxiciclina (Van Heerden e Immelman, 1979; Green y Harvey, 1984), aunque
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actualmente se aconseja administrar la doxiciclina en dosis diaria de 10mg/kg (Sainz et al,
2000c; Neer et al, 2002). En cuanto a la duracion del tratamiento, si en un principio se
recomendaron tratamientos de 7 a 14 dias (Neer, 1998; Breitschwerdt 1998a,
Breitschwerdt, 1998b), la recomendacion actual es la de mantener el tratamiento durante
28 dias (Breitschwerdt, 1998b; Sainz et al, 2000c; Neer et al, 2002). Los protocolos de
tratamiento mas cortos pueden dar lugar a una mejoria inicial del paciente, pero los

sintomas suelen volver a aparecer (Sainz et al, 2000c¢).

El cloranfenicol se ha venido empleando en cachorros, para evitar la coloracion
dental que se produciria al emplear tetraciclinas a esa edad, y en hembras gestantes o
lactantes (Troy y Forrester, 1990; Woody y Hoskins, 1991). Los protocolos utilizados
varian de los 15 a los 50 mg/kg cada 8 horas durante 14 dias, via oral, intravenosa o
subcutanea (Troy y Forrester, 1990; Woody y Hoskins, 1991). Su efectividad es cada vez
mas controvertida (Brouqui y Raoult, 1992, Troy y Forrester, 1990) y ello, unido a su
toxicidad sobre la médula oOsea, hacen que no sea un farmaco de primera eleccion,

sobretodo en perros anémicos y/o trombocitopénicos (Troy y Forrester, 1990).

Recientemente y también con el fin de evitar la coloracion dental producida por la
doxiciclina en nifos, se ha empleado con éxito la rifampicina en el tratamiento de la
ehrlichiosis granulocitica humana (Krause et al, 2003). Hasta el momento no se han
encontrado estudios sobre el empleo de este antibidtico en el tratamiento de la ehrlichiosis

canina.

El dipropionato de imidocarb es una diamidina que ha mostrado gran actividad
tanto curativa como profilactica en babesiosis canina (Kuttler, 1980). Durante mas de 20
anos, éste farmaco ha mostrado ser un efectivo tratamiento frente a la ehrlichiosis canina
en dos dosis separadas de 5-7 mg/kg, via intramuscular o subcutanea, cada 15 dias
(Matthewman et al, 1994b; Sainz et al, 2000c). Este farmaco es clinicamente tan eficaz
como la doxiciclina, respondiendo favorablemente los perros al tratamiento en 24-72

horas, en el caso de formas agudas o crénicas leves. No obstante, se ha observado una
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normalizaciébn mas lenta, tanto del recuento plaquetario como del proteinograma, en

aquellos casos tratados con dipropionato de imidocarb (Sainz et al, 2000c¢).

Con relativa frecuencia se presentan, tras la administracion de dipropionato de
imidocarb, efectos secundarios como disnea, sialorrea, diarrea, exudado nasal, taquicardia
y temblores (Woody y Hoskins, 1991), que parecen ser debidos a un efecto
anticolinesterasa provocado por el farmaco (Ogunkoya et al, 1981; Adenyanju y Aliu,
1982). Estos signos remiten tras la administracion de sulfato de atropina a dosis de

0.05mg/kg (Ogunkoya et al, 1981).

Se han empleado protocolos que emplean conjuntamente doxiciclina y dipropionato
de imidocarb; sin embargo, su administracién conjunta no parece aportar beneficio por lo

que no es aconsejable (Sainz et al, 2000c).

La enrofloxacina para el tratamiento de la ehrlichiosis canina se ha empleado a
dosis de 5 mg/kg cada 24 horas durante 15 dias (Kontos y Athanasiou, 1998). Sin embargo,
estudios posteriores demostraron la falta de respuesta a este farmaco de perros con
ehrlichiosis (Neer et al, 1999). El empleo de ciprofloxacina para el tratamiento de la

ehrlichiosis humana tampoco ha sido efectivo (Brouqui y Raoult, 1992).

No suele ser necesario instaurar un tratamiento de apoyo en el curso de la
ehrlichiosis canina ya que la terapia especifica por si sola suele conseguir una buena
respuesta. No obstante, segun la gravedad del proceso pueden ser necesarios algunos
tratamientos de soporte como fluidoterapia o transfusiones (Woody y Hoskins, 1991; Neer
et al, 1998). Ademas, en ocasiones se necesita instaurar un tratamiento especifico frente a
determinadas complicaciones (como la glomerulonefritis) asociadas a una infeccion

cronica por E. canis (Cohn, 2003).

En general, se recomienda evitar el uso de glucocorticoides, a no ser en caso de

trombocitopenias o anemias graves que puedan condicionar la vida del animal, en las que
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su empleo puede disminuir la destrucciéon inmunomediada de plaquetas o eritrocitos
asociada a la infeccion (Grindem et al, 1999). La dificultad que, en ocasiones, existe para
diferenciar la ehrlichiosis de otras anemias y/o trombocitopenias inmunomediadas o
autoinmunes, también puede justificar, el empleo de glucocorticoides, a la espera de los
resultados serologicos (Troy y Forrester, 1990; Neer et al, 1998; Frank y Breitschwerdt,
1999). Los glucocorticoides también pueden estar indicados en el curso de poliartritis,
vasculitis 0 meningitis asociadas a la infeccion (Maretzki et al, 1994; Neer et al, 1998;
Meinkoth et al, 1998). En todo caso, los corticoides se deben emplear siempre asociados al
tratamiento especifico frente a la ehrlichiosis ya que, de otra manera, podrian agravar la

infeccion (Breitschwerdt, 2003).

2.10.1 EVOLUCION POST-TRATAMIENTO

La evolucién de la eficacia terapéutica debe abordar el estudio de diferentes
aspectos. La mejoria clinica precede en el tiempo a la normalizacion de la analitica. En este
sentido, a las 24-48 horas de iniciado el tratamiento suele apreciarse una mejoria clinica
importante en perros en fase aguda o fase cronica leve de la enfermedad (Breitschwerdt et
al, 1998b). Sin embargo, la eficacia clinica del tratamiento se puede retrasar incluso 6

semanas, en formas cronicas (Woody y Hoskins, 1991; Sainz, 1996).

Los parametros laboratoriales que mas rapidamente se normalizan son los recuentos
de eritrocitos y de plaquetas, normalizdndose habitualmente a los 14 dias de tratamiento
(Neer et al, 1998; Frank y Breitschwerdt, 1999; Neer et al, 2002). Incluso en casos
crénicos, si el cuadro clinico y los parametros hematoldégicos no mejoran en una o dos
semanas desde el inicio del tratamiento, se deberia reevaluar el diagnostico, ya que la falta
de mejoria puede ser debida a una infeccion cronica grave o a la existencia de coinfeccion
con otro microorganismo o de una concurrencia con una enfermedad no infecciosa (Cohn,
2003). La mayoria de los casos que no responden al tratamiento, en ausencia de otra

infeccion, presentan insuficiencia renal y/o aplasia medular severa (Sainz et al, 2000c).

El proteinograma tarda en normalizarse entre 3 y 9 meses, siendo empleado
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rutinariamente para confirmar la presencia de una buena respuesta al tratamiento a largo
plazo.

El seguimiento de la evolucion de la enfermedad en base a una monitorizacion
serologica se ve dificultada por el hecho de que, si bien los titulos de anticuerpos suelen
empezar a disminuir entre 3 y 9 meses tras el tratamiento de la enfermedad, muchas veces
pueden mantenerse elevados durante largos periodos de tiempo, incluso varios afios, sin
ninguna otra alteracion clinica ni laboratorial (Perille y Matus, 1991; Bartsch y Greene,
1996; Harrus et al, 1998c; Frank y Breitschwerdt, 1999; Sainz et al, 2000¢). Aun queda

por determinar el significado real de esta persistencia en el titulo de anticuerpos.

En teoria, un buen método de eleccion para evaluar la persistencia de una infeccion
por Ehrlichia seria la realizacion de PCR de un aspirado esplénico; otros tejidos que
pueden emplearse para el PCR serian médula 6sea o sangre, pero la sensibilidad de la
técnica es inferior (Igbal et al, 1994; Breitschwerdt et al, 1998b; Harrus et al, 1998a). La
PCR deberia negativizarse tras el tratamiento de la enfermedad; sin embargo no se han
encontrado estudios que verifiquen esta afirmacion. Se desconoce el tiempo de
permanencia del ADN de Ehrlichia canis, tras un tratamiento eficaz, en el hospedador. Sin
embargo, algunos autores aconsejan volver a tratar con igual o diferente protocolo aquellos
animales tratados correctamente en los que la PCR sea positiva y no se observe una

resolucion clinica y laboratorial (Cohn, 2003).
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2.11. PROFILAXIS

La transmision obligada de la ehrlichiosis a través de garrapatas, exceptuando la
transmision por transfusion sanguinea, hace que la profilaxis de la infeccion esté dirigida al
control de garrapatas. Para evitar la transmision, es necesario impedir la alimentacion de la
garrapata, ya que es en ese periodo cuando se producird la transmision. Las medidas
profilacticas también deben aplicarse a aquellos animales diagnosticados de ehrlichiosis
debido al riesgo de reinfecciones que estos animales tienen, ya que normalmente el medio

en el que residen continda siendo el mismo y hay que romper la cadena epidemiologica.

Se han llevado a cabo diferentes estudios para valorar el tiempo necesario para la
adquisicion y transmision de agentes infecciosos por garrapatas durante la alimentacion de
las mismas. En general esta transmision es improbable para tiempos inferiores a 24 horas
de permanencia de la garrapata fijada al hospedador, a partir de las 48 horas la transmision
es muy factible y el porcentaje de transmision aumenta enormemente a partir de las 72
horas (Piesman y Spielman, 1980; Sood et al, 1997; Katavolos et al, 1998; Hodzic et al,
1998; Des Vignes et al, 2001). Estos estudios se han realizado sobre la transmisién de
diferentes agentes ricketsiales, borrelias, babesias y Anaplasma phagocytophilum. Parece
ser que el tiempo necesario para la transmision de A. phagocytophylum puede ser
ligeramente inferior al de otros agentes (Katavolos et al, 1998; Hodzic et al, 1998). Se han
observado también variaciones en los tiempos de transmision segln la especie de garrapata
y hospedador y segtin el estadio evolutivo de la garrapata (Kidd y Breitschwerdt, 2003). A
conocimiento del autor no existen estudios realizados sobre los tiempos de transmision de
E. canis por Rhipicephalus sanguineus, aunque los resultados anteriores podrian ser

extrapolables.
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Rhipicephalus sanguineus, también conocida como garrapata marréon del perro, es
el vector de E. canis, por lo que nos centraremos en esta garrapata para investigar los

posibles tratamientos profilacticos.

El principal objetivo del tratamiento profilactico debe ir encaminado a evitar la
alimentacion de la garrapata, bien a través de un efecto repelente, un efecto letal
instantaneo o un efecto que permita la separacion de la garrapata del hospedador antes del
tiempo necesario para la transmision del agente infeccioso, es decir, antes de 24 horas. A
este principal objetivo ha de sumarse la obtencion de un producto cuyo efecto perdure

sobre el animal y carezca de toxicidad.

El tnico producto comercializado para perros que posee efecto anti-picadura y
efecto activador de la separacion de la garrapata del hospedador, unido a un efecto
prolongado y un elevado margen de seguridad es el collar de amitraz (Folz et al, 1986;

Elfassy et al, 2001; Bourdeau, 2002).

Con los piretroides y con el propoxur se observa un efecto knock down o de muerte
rapida (Bourdeau, 1999). Los unicos productos comercializados con estos principios
activos carecen de efecto residual sobre el animal, exceptuando dos productos con
permetrinas (Defendog® de laboratorios Virbac y Exspot® de laboratorios Shering
Plough). Sin embargo, no existen estudios, en conocimiento del autor, sobre la eficacia de

estos productos comerciales en la prevencion de infestaciones por R. sanguineus.

Se han llevado a cabo diversos estudios para determinar la eficacia de distintos
productos, comercializados en veterinaria, a la hora de repeler o matar rapidamente
garrapatas que entran en contacto con perros. Muchos de estos estudios realizan una
comparacion de la eficacia de dos productos, aunque no siempre es facil comparar los
resultados de distintos trabajos, al existir una gran variacion en los métodos y materiales
(Kidd y Breitschwerdt, 2003). Segun estos estudios los collares de amitraz, el fipronil, y la
asociacion de permetrina e imidacloprid serian eficaces en el control de infestaciones por

R. sanguineus al menos en un 90% hasta 3 semanas después de la aplicacion del primer

- 88 -



Revision bibliografica

tratamiento (Hunter, 1997; Estrada-Pefia y Ascher, 1999; Ahn et al, 2000; Young et al,
2003; Cruthers et al, 2003). El tiempo empleado por estos productos para matar las

garrapatas se estima inferior a 24 horas.

Se ha observado que los collares con deltametrina poseen también actividad
garrapaticida; sin embargo su eficacia es inferior a la de los collares con amitraz (Estrada-

Pefia y Ascher, 1999).

La evaluacién comparada entre la aplicacion de fipronil en spot-on y un collar de
amitraz, muestra también un mayor efecto garrapaticida en los perros a los que se les

aplico amitraz (Gil et al, 1998).

Hasta el momento solo se ha realizado un estudio de campo que haya investigado la
eficacia de un producto en la prevencion de la transmision de E. canis por R. sanguineus.
Los autores de este trabajo afirman que el empleo mensual de fipronil es efectivo en la

prevencion de la ehrlichiosis canina monocitica (Davoust et al, 2002).

Otro punto importante en la profilaxis de las infecciones transmitidas por garrapatas
seria la actuacion a nivel del medio ambiente y un buen medio para ello seria conseguir
romper el ciclo biologico. Asi el empleo de inhibidores de formas juveniles como el
piriproxifeno en union a un adulticida permitiria la inhibicién de los huevos producidos por

las garrapatas supervivientes (Bourdeau, 2002).

Finalmente, algunos autores han sefialado la posibilidad de administrar con fines
preventivos tetraciclinas a dosis bajas en zonas endémicas, con la controversia que estas

medidas ocasionan debido a la posibilidad de crear resistencias (Neer et al, 2002)

-89 -



Citometria de flujo

2.12. CITOMETRIA DE FLUJO

La citometria de flujo es un poderoso método analitico que permite detectar y
cuantificar estructuras y funciones de células individuales o particulas bioldgicas aisladas,
a elevada velocidad y siguiendo una aproximacion multiparamétrica (Stewart, 1997). Estas
caracteristicas la convierten en una técnica especialmente valiosa para caracterizar
poblaciones celulares heterogéneas a través de un amplio rango de propiedades bioldgicas
(Rosell, 2002). Esta técnica tiene aplicacion tanto cualitativa (presencia o no de un
determinado tipo celular) como cuantitativa. Actualmente son los estudios cuantitativos los

que mas interés suscitan.

Su aplicaciéon en medicina humana se encuentra dirigida a la identificacion de
inmunodeficiencias, caracterizacion de la respuesta inmunitaria frente a distintas
enfermedades, monitorizaciéon de la condicién clinica de pacientes con SIDA,
caracterizacion del inmunofenotipo de leucemias y linfomas y monitorizacion de la
respuesta en transplante de organos, (Knapp, 1992; Keren, 1994; Grindem, 1996;
Shanahan, 1997). En medicina veterinaria su empleo se ha desarrollado considerablemente
en la ultima década (Culmsee y Nolte, 2002) y de manera semejante a su aplicacion en
medicina humana, se ha empleado en el estudio de infecciones por los virus de la leucemia
felina (FeLV) y de la inmunodeficiencia felina (FIV), en la evaluaciéon de la respuesta al
transplante de 6rganos en modelos caninos y en la caracterizacion del inmunofenotipo en
linfomas y en distintas infecciones (Bucci et al, 1998; Fuller et al, 1994; Chabanne et al,
2000; Bourdoiseau et al, 1997; Caswell et al, 1997; Culmsee et al, 2001; Weiss, 2001a;
Weiss, 2001b; Weiss, 2001c; Weiss, 2002; Winnicka et al, 2002; Guglielmino et al, 2004).
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Debido al creciente nimero de parametros bioldgicos analizables y al desarrollo de
citometros de coste accesible, dotados de sistemas informaticos, a la vez de uso
relativamente sencillo y de alta capacidad operativa, la citometria de flujo tiene en la
actualidad un amplio abanico de aplicaciones en muchos campos bésicos y clinicos, donde
se requiera identificar células o particulas biologicas, caracterizar sus propiedades o

respuestas funcionales y, en algunos casos, separarlas fisicamente (Rosell, 2002).

La citometria de flujo permite realizar un estudio inmunofenotipico de diferentes
poblaciones celulares (Stewart, 1997). El objetivo del estudio inmunofenotipico de células

sanguineas es enumerar (identificar y contar) los diferentes tipos de leucocitos.

La sangre se obtiene por puncion venosa en tubos con el anticoagulante apropiado.
Se realizan alicuotas de esta sangre en diferentes tubos y se enfrenta a diferentes
combinaciones de anticuerpos monoclonales conjugados con colorantes fluorescentes
(fluorocromos). Se procede a la eritrolisis de las muestras y la suspension celular atraviesa
el citometro de flujo, en flujo continuo, célula a célula (Calvelli et al, 1993). Las células y
los fluorocromos que llevan adheridos interactiian con la luz laser cuando pasan a través de
la misma. La emision fluorescente y la luz dispersada por las células es recogida y

convertida en sefales electronicas en el citometro de flujo (McKoy, 1994).

Durante el estudio inmunofenotipico por citometria de flujo se identifican de 4 a 5
caracteristicas diferentes de cada célula al tiempo que ésta fluye a través del haz de luz
laser. La luz dispersada es recogida desde dos angulos: uno a 0° en la misma direccion del
haz de luz, llamado dispersion frontal de luz laser (FS) y otro a 90° del haz, llamado
dispersion lateral de luz laser (SS). La informacion electronica es digitalizada para su
analisis inmediato o almacenada en forma de lista de datos que puede ser analizada

posteriormente con un programa de analisis de datos (Grindem, 1996; Stewart, 1997).
Esta técnica es capaz de llevar a cabo la identificacion de células gracias a la

combinacion de sus propiedades de dispersion de la luz y a sus antigenos de superficie

unidos a anticuerpos monoclonales conjugados con fluorocromos (Shanahan, 1997).
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Todos los componentes del citometro de flujo requieren ser evaluados por un

adecuado programa de control de calidad.

El citémetro de flujo emplea una luz ladser monocromatica, con una unica longitud
de onda, altamente focalizada y polarizada. La morfologia celular se determina por la
observacion de las diferencias en la dispersion de la luz entre las células. También realiza
una lectura de la intensidad de fluorescencia celular, permitiendo una medida cuantitativa
de la tincion celular. Con esta tecnologia se pueden analizar un gran numero de células,

aproximadamente 1000 células al segundo.

El estudio inmunofenotipico por citometria de flujo sigue los siguientes pasos:
1. Las células son identificadas por sus propiedades de dispersion de la luz.
2. A continuacién son definidas por su unidén a anticuerpos monoclonales

marcados con fluorocromos.

El poder de esta técnica reside en su capacidad de analisis multiparamétrico de cada
célula. Combinando las propiedades de dispersion de la luz y la emision de fluorescencia
sobre todas y cada una de las células, las poblaciones celulares con caracteristicas comunes

pueden ser identificadas y cuantificadas (Shanahan, 1997).

La dispersion de la luz se emplea para diferenciar las células por tamafio, contorno
o complejidad interior (granularidad). La combinacion de la dispersion frontal y lateral de

la luz se recoge y analiza en cada célula (McKoy, 1994).

La dispersion frontal de la luz se encuentra relacionada con el tamafio celular,
mientras que la dispersion lateral de la luz corresponde al contorno y complejidad celular
interna (McKoy, 1994). Los linfocitos dispersan poca luz frontal y lateralmente, ya que son
pequeiios, de contornos suaves y de escasa granularidad. Los granulocitos son grandes y
tienen nucleos multilobulados y numerosos granulos intracitoplasmaticos por lo que

dispersan gran cantidad de luz tanto en direccion frontal como lateral. Los monocitos se
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encuentran entre medias de ambas poblaciones, son mas grandes que los linfocitos y menos

complejos internamente que los granulocitos (Graficos 2 y 3).

El registro de dispersion de luz coloca cada uno de los dngulos de dispersion en un

eje de coordenadas, siendo indiferente su disposicion (Stewart, 1997).

Los datos pueden ser emitidos como histogramas monoparamétricos o
biparamétricos. Los histogramas monoparamétricos son curvas de probabilidad en los que
el namero de células o eventos son punteados segin la intensidad de la sefial. Los
histogramas biparamétricos muestran la relacion entre dos caracteristicas celulares

independientes (Owens y Locken, 2002).

2.12.1. DETECCION DE  ANTIGENOS DE SUPERFICIE POR
INMUNOFLUORESCENCIA

Diferentes determinantes celulares de superficie de origen proteico, lipidico o
glucidico pueden ser empleados para identificar tipos celulares especificos. Los
anticuerpos monoclonales vienen definidos por su capacidad de unidén especifica a esos
determinantes. Los anticuerpos monoclonales son conjugados con fluorocromos que
permiten su identificacion a través de la emision de fluorescencia (Keren, 1994; Stewart,
1997). La excitacion de los fluorocromos por una fuente de luz monocromatica produce la
emision de luz en un espectro caracteristico, identificable en un citometro de flujo o en un
microscopio de fluorescencia. Cada célula es analizada en base a la existencia o ausencia

de emision de fluorescencia, lo que esta relacionado con sus caracteristicas de membrana.

Los fluorocromos mas habituales para estudios de inmunofluorescencia de dos

colores son el Isotiocianato de fluoresceina (FITC) y la ficoeritrina (PE).

El fluorocromo FITC emite luz verde y el PE, luz roja, cuando son excitados por el

haz de luz laser del citometro de flujo.
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La Fluoresceina — es una pequefia molécula que puede ser facilmente conjugada

con proteinas gracias a un grupo isotiocianato. Es excitable a 488nm (laser de argén) y la
emision maxima de fluorescencia se produce a 530nm, por lo que esta fluorescencia es
verde para el 0jo. Sin embargo, también es emitida por esta molécula cierta cantidad de luz
amarilla y naranja. Es muy estable en pH neutro, pero en condiciones &cidas su

fluorescencia se reduce (Owens y Loken, 2002).

La Ficoeritrina - es una molécula grande (mas grande que la IgG) que aparece de

forma natural como parte del aparato fotosintético de bacterias, algas y plantas. Es
excitable a 488nm y su espectro de emision maxima de fluorescencia se sita en los
575nm. La conjugacion de ficoeritrina a anticuerpos es mucho mas compleja que la de
fluoresceina. Sus propiedades fluorescentes son bastante independientes del pH, aunque un

pH extremo puede disociarla (Owens y Loken, 2002).
La emision del espectro de luz de la fluoresceina y la ficoeritrina son diferenciables
y el pico de emision se encuentra claramente distanciado por lo que estos fluorocromos

pueden emplearse conjuntamente.

En la pagina siguiente podemos observar un grafico ilustrativo de los espectros de

emision de tres fluorocromos diferentes.
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500-570 A | 570-590. 700\ 800

Grafico 2.12.1.- Espectro de emision de tres fluorocromos tras la excitacion con el
laser de 488 nm. (FITC = isotiocianato de fluoresceina; PE = ficoeritrina; ECD = energy

coupled dye®).

2.12.2 COMPONENTES DEL CITOMETRO DE FLUJO

Los componentes de un citometro de flujo que, con mayor o menor complejidad
técnica, se encuentran en la mayoria de los instrumentos actuales se representan en el

dibujo 2 y son:

2.12.2.1. Sistema optico

La optica del citometro de flujo enfoca la iluminacion de las particulas, detecta la
luz dispersada por ellas y selecciona la fluorescencia emitida, a medida que las particulas

atraviesan el haz luminoso (Owens y Loken, 2002).

El sistema optico incluye tanto los componentes para la manipulacion del haz de

luz laser para la iluminacion de las células como las lentes de recoleccion de luz, los filtros
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y los detectores empleados para recoger las sefiales procedentes de las células (Stewart,

1997)

2.12.2.2. Sistema de iluminacioén

Produce un haz de luz que ilumina la muestra. La mayoria de los citometros utilizan
luz laser, por ser coherente, monocromatica, polarizada, estrecha, estable y de intensidad
conocida, aunque hay sistemas que disponen de ldmparas de mercurio (Owens y Loken,

2002).

El citometro puede disponer de un solo haz de luz laser (en ese caso su longitud de
onda es de 488nm) o tener mds de un haz de luz laser, lo que permite emplear

fluorocromos excitables a longitudes de onda diferentes de 488nm.

2.12.2.3. Sistema hidraulico

Rodea la suspension celular en flujo con una vaina externa, formada por un fluido
libre de particulas, que mueve la muestra a velocidad constante, a través de la zona de
deteccion (camara de flujo), donde las células son expuestas una a una al haz iluminador

(Owens y Loken, 2002).
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FLUORESCENCIA

GRAFICO 2.12.2- Esquema que ilustra el paso de células por el sistema hidraulico en

forma de flujo individual y la incidencia del haz de laser sobre cada una de estas

células.

2.12.2.4. Sistema electréonico

Procesa las sefiales procedentes de los fotodetectores, es decir, se encarga de la
deteccion y amplificacion de la sefial en forma analdgica y la posterior transformacion de
la sefal analogica en digital. El sistema electronico también controla el proceso de

separacion celular (Cell Sorting).

Existen dos tipos de fotodetectores empleados en los citometros de flujo: los

fotodiodos y los tubos fotomultiplicadores.
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e Los fotodiodos son empleados como detectores de dispersion de luz frontal, ya que

su baja sensibilidad es compensada por la intensidad de la luz laser.

e Los tubos fotomultiplicadores (PMT) son detectores de alta sensibilidad y se

emplean como detectores de dispersion lateral de luz y detectores de fluorescencia.

Los fotodetectores convierten los fotones recibidos por el detector en impulsos
eléctricos proporcionales en magnitud al numero de fotones recibidos. Cada fotodetector
medird una caracteristica celular distinta, por lo que se empleardn tantos fotodetectores

como caracteristicas celulares se quieran analizar en cada protocolo (Stewart, 1997).

La transformacion de la sefial analdgica en digital se lleva a cabo por un conversor

analogico-digital.

2.12.2.5. Sistema de adquisicién y analisis de datos

Permite la adquisicion multiparamétrica de datos y el anélisis en tiempo real y en
modo lista, asi como el analisis restringido a subpoblaciones seleccionadas (gating). Los
datos se presentan en forma de histogramas monoparamétricos o representaciones
biparamétricas de la distribucion, junto con informacion estadistica de las distribuciones

(Owens y Loken, 2002).

La mayoria de los citometros son compatibles con ordenadores y sistemas

operativos comunes (plataformas MS-DOS, Windows y MclIntosh).
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2.12.3 GRAFICOS ANEXOS DE CITOMETRIA DE FLUJO

(Graficos e imagenes cedidos por Coulter-Beckman ®)
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GRAFICO 2.12.3.- Representacion

biparametrica en funcién de la

dispersion frontal y lateral, analisis
morfolégico de las poblaciones

celulares.
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GRAFICO 2.12.4.- Representacion

biparametrica de la fluorescencia
emitida por la poblacion sesgada de

linfocitos.
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DIBUJO 2.12.5.- Esquema de un citdmetro de flujo. En él se representan los diferentes

componentes del citdmetro: Sistema de iluminacion: foco de luz laser (Air-cooled argon
ion laser). Sistema hidraualico (high sensitivity quarz flow cell). Sistema optico: filtros,
fotodiodos o receptores de dispersion frontal de luz laser (Forward scatter = FS),
fotomultiplicadores o detectores de dispersion lateral de luz laser (Side scatter = SS) y de
fluorescencia. Existen diferentes fotomultiplicadores para la deteccion de fluorescencia,
del FL1 al FL4; cada uno de ellos recibe la dispersion procedente de diferentes longitudes
de onda emitida por los diferentes fluorocromos empleados. El FL1 recibe fluorescencia
entre 500 y 550 A y se emplea para la recepcion de fluorescencia procedente de la
fluoresceina; y el FL2 entre 550 y 600 A y se emplea para la deteccion de fluorescencia

procedente de la ficoeritrina.
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FOTO 2.12.1.- Imagen de los componentes de un citdbmetro de flujo.
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3. MATERIAL Y METODOS

3.1. PLAN DE TRABAJO

Ante los objetivos planteados en la introduccion de este estudio nos propusimos el

siguiente plan de trabajo:

e Seleccion de poblaciones caninas mantenidas en condiciones similares a partir de las
cuales se pudiesen localizar individuos con ehrlichiosis e individuos sanos y sobre los
cuales se pudiese aplicar el tratamiento previsto en este estudio.

e Inclusion y exclusion de los individuos objeto del estudio en base al examen clinico
general, resultados de la serologia por inmunofluorescencia indirecta frente a Ehrlichia
canis y los criterios de seleccion detallados en el apartado siguiente.

e Organizacion de un plan de trabajo encaminado a la realizacion del tratamiento y de los
sucesivos controles incluyendo las extracciones de sangre pertinentes a los animales
para el procesamiento simultdneo de la sangre para hematologia y citometria de flujo.

e Estudio comparativo de datos hematologicos y de la distribucion de las poblaciones
linfocitarias en animales sanos y animales con ehrlichiosis, asi como el analisis de las
posibles correlaciones entre los distintos pardmetros biopatoldgicos investigados.

e Estudio analitico sobre la evolucion de datos hematoldgicos y de las poblaciones
linfocitarias en animales con ehrlichiosis tras la instauracion de un tratamiento con

dipropionato de imidocarb.
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3.2. SELECCION DE LOS ANIMALES

Todos los animales incluidos en el estudio se seleccionaron de dos protectoras de la

provincia de Valencia:

e Protectora Jaime Ortola en el término Municipal de Torrent (Valencia), la cual contaba
con 133 animales. Las condiciones de los animales eran similares entre si,
encontrandose alojados la mitad de ellos en jaulas colectivas con terreno de campo y
zona de descanso cementada y la otra mitad alojados en vivienda y terreno circundante
en régimen de libertad.

e Sociedad Valenciana Protectora de Animales y Plantas (SVPAP) ubicada en el término
Municipal de Paterna (Valencia), la cual contaba con 250 perros acogidos, alojados

todos ellos en jaulas colectivas pavimentadas con cemento.

Se contd con el consentimiento informado de los responsables de ambas colectividades

para la realizacion de todo este estudio.

Los animales fueron incluidos en dos grupos, atendiendo a los siguientes criterios:

1. Grupo 1 o grupo Control de animales sanos. Los criterios de inclusion de
animales para el grupo 1 fueron:

e Los perros debian presentar un titulo de anticuerpos determinado por
inmunofluorescencia indirecta (IFI) frente a Ehrlichia canis negativo.

e También debian presentar un titulo de anticuerpos por IFI frente a Leishmania
infantum negativo.

e Debian estar libres de sintomatologia clinica.

e Su exploracion fisica general debia ser normal.

e En los frotis sanguineos no se debian observar parésitos hematicos.
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2. Grupo 2 o grupo con Ehrlichiosis, constituido por perros afectados en fase
subclinica y que serian objeto de tratamiento con dipropionato de imidocarb. Los
criterios de inclusion de animales para el grupo 2 fueron:

e Los animales deberian presentar un titulo de anticuerpos por IFI frente a Ehrlichia
canis superior a la dilucion 1/80.

e Deberian presentar un titulo de anticuerpos por IFI frente a Leishmania infantum
inferior a la dilucién 1/100.

e En los frotis de sangre no se debia observar la presencia de parasitos hematicos.

e Se incluirian en este grupo animales libres de sintomatologia, que llevaran mas de 9
meses en la protectora y que no hubieran sido tratados anteriormente frente a

ehrlichiosis.

Con el fin de clasificar a los perros en estos 2 grupos, se llevd a cabo una anamnesis
detallada a los responsables de las colectividades, asi como una exploracion fisica

completa y una analitica sanguinea a todos los perros de las protectoras.

El estudio se llevo a cabo en dos afios consecutivos, iniciandose en ambas protectoras a
finales del mes de septiembre. Concretamente, el estudio se comenzd en la protectora
Jaime Ortola, analizando un total de 117 perros, y al aflo siguiente se repitié el mismo
trabajo en la SVPAP donde se estudiaron 43 animales. Finalmente, el nimero de perros
incluidos en el grupo con ehrlichiosis fue de 38 (25 de la protectora Jaime Ortola y 13 de la
SVPAP), mientras que en el grupo control se incluyeron 18 (12 de la protectora Jaime

Ortola y 6 de la SVPAP).

Estas protectoras carecian inicialmente de programas profilacticos intensivos frente
a infestaciones por garrapatas, debido a la escasez de recursos econdmicos con que
cuentan, la gran colectividad de la que se trata y el transito continuo de animales. En todos
los animales residentes en las colectividades se realizé una profilaxis intensiva encaminada
a eliminar la infestacion por garrapatas que padecian asi como a evitar la posible existencia

de nuevas infestaciones por garrapatas durante el estudio. El objetivo de estas medidas era
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intentar evitar reinfecciones por Ehrlichia canis. El tratamiento profilactico consistio en la
aplicacion mensual de un spray de flumetrina al 0,3% y en la colocacion de un collar
antiparasitario de amitraz (Kiltix®) o de deltametrina (Scalibor®) a todos los animales

incluidos en la investigacion.

3.3. TRATAMIENTO

Los animales incluidos en el Grupo 1 no recibieron tratamiento alguno. Sin embargo,
los perros del Grupo 2 fueron tratados con dos inyecciones subcutaneas de dipropionato de
imidocarb (Imizol®) separadas por 15 dias a dosis de Smg/kg. El primer dia de inoculacién
del producto al animal se consideré el dia 0 del estudio en ese animal. Para paliar el dolor
que se produce por la inyeccion de este farmaco, se diluy6 en suero fisiologico al 50% y se

afiadieron 0,5 ml de lidocaina por inyeccion.

3.4. PLANIFICACION DE LOS CONTROLES

Todos los animales incluidos en el estudio fueron sometidos a unos controles
programados, en los cuales, ademés de realizar una exploracion fisica completa, se
recogian muestras de sangre habitualmente de la vena yugular, si bien en aquellos animales

en los que este procedimiento se veia dificultado, la extraccion se hizo de la vena cefalica.

En cada control se realizaba una hematologia completa, proteinas totales, albumina,
globulinas y serologia frente a Ehrlichia canis y frente a Leishmania infantum por IFI.
Ademas, se llevaba a cabo un estudio de las poblaciones linfocitarias mediante citometria

de flujo.

En los animales incluidos en el Grupo 1 (grupo control) se realizd6 una sola

extraccion de sangre). En los perros pertenecientes al Grupo 2 (grupo de tratamiento) se
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planificaron unos controles programados que estuvieron sujetos a algunas pequeiias
variaciones, en funcion de la disponibilidad tanto de los responsables de las colectividades
caninas como de los propios perros. Concretamente, en estos animales del grupo 2, se

llevaron a cabo 5 controles a lo largo del estudio:

e TO (dia 0): control realizado previamente a la primera inyeccion de dipropionato de
imidocarb.

e TI: control realizado a los 15 dias después de la primera inyeccion de dipropionato
de imidocarb

e T2: control realizado en torno de los 30 dias después de la primera inyeccion de
dipropionato de imidocarb.

e T3: control realizado aproximadamente a los 90 dias después de la primera
inyeccion de dipropionato de imidocarb.

e T4: control realizado hacia los 180 dias después de la primera inyeccion de

dipropionato de imidocarb.

3.5. RECOLECCION DE LA SANGRE

La sangre, una vez extraida, se distribuia en tres tubos, dos con anticoagulante EDTA
(tetra-acetato de etilenediamina) y otro para extraccion de suero con gel que facilitaba la

separacion del mismo.

Las muestras con EDTA eran mantenidas a temperatura ambiente y en posicion
horizontal hasta su procesamiento en el laboratorio. Una de las muestras en EDTA se
empleo para la realizacion de la hematologia completa y la otra, para citometria de flujo.
La muestra para hematologia se procesaba siempre antes que la de citometria de flujo,
pudiendo existir una variacion maxima entre ambos andlisis de +/- 3 horas. Desde su

extraccion hasta el procesamiento pasaban un maximo de 6 horas (Calvelli et al, 1993).
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La muestra para separacion del suero se transportaba en posicion vertical y a
temperatura ambiente hasta la llegada al laboratorio donde se procedia a centrifugar a 1500
rpm durante 10 minutos. Una vez extraido el suero, se realizaban dos alicuotas y se

congelaban a —80°C hasta su procesamiento para serologia y bioquimica.

3.6. HEMATOLOGIA COMPLETA

Para la realizacion de la hematologia completa se empled un analizador hematoldgico

automatico (Sysmex F-820®). Los parametros medidos por el analizador fueron:

e Recuento de hematies

e Hematocrito

e Hemoglobina

e Volumen corpuscular medio (VCM)

e Hemoglobina corpuscular media (HCM)

e Concentraciéon media de la hemoglobina corpuscular (CMHC)
e Recuento de leucocitos

e Recuento plaquetario

Para el recuento diferencial de blancos se procedi6 a la realizacion de extensiones
sanguineas a partir de la sangre conservada en EDTA a la llegada al laboratorio. Una vez
realizada la extension sanguinea se procedia a fijarla y tefiirla con tincion pandptica. Una
vez tefiidas las extensiones se montaban con Acrytol ® y se conservaban hasta su lectura.
Se realizaba estudio microscopico del frotis sanguineo, llevando a cabo un recuento celular
de 100 células nucleadas, obteniendo el recuento diferencial de las poblaciones

leucocitarias: neutrofilos, eosinofilos, linfocitos, monocitos y basoéfilos.
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3.7. BIOQUIMICA SANGUINEA

Se valoraron, en muestras séricas, proteinas totales, albumina, globulinas y cociente
Albumina/Globulinas. La determinacion de las proteinas totales y la albumina en suero se
realizd por bioquimica hiimeda medida en un espectofotometro heAios o ® (Thermo
Espectronic®). Se emplearon reactivos para proteinas totales y albumina de la marca

Spinract ®.

Una vez obtenidos los valores de proteinas totales y albumina, las globulinas se
obtuvieron por diferencia entre proteinas totales y albumina. Posteriormente, se procedia al

calculo del cociente Albiimina/ Globulinas.

3.8. DIAGNOSTICO INMUNOLOGICO: INMUNOFLUORESCENCIA
INDIRECTA

El diagndstico inmunolégico fue realizado por el Servicio de Diagnéstico de
Ehrlichiosis y Leishmaniosis Canina de la Facultad de Veterinaria de la Universidad

Complutense de Madrid.

La técnica empleada tanto para el diagnéstico de ehrlichiosis como de leishmaniosis fue la
inmunofluorescencia indirecta (IFI). Su fundamento estd basado en el empleo de la
fluoresceina como sustancia fluorescente que se puede unir a anticuerpos sin variar su
especifidad. En el desarrollo de dicha técnica, se enfrenta en una primera fase el suero
problema con el antigeno. En el caso de que en el suero problema se encuentren
anticuerpos especificos, estos se visualizardn tras afadir un suero antiglobulina especifica,

conjugado con un fluorocromo (Coligan et al, 1992)
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3.8.1. ANTIGENO EMPLEADO

Para el diagndstico serologico de Ehrlichia canis, se ha empleado como antigeno
sobrenadante de la linea celular 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.

Para el diagnostico serologico de Leishmania infantum, se han utilizado

promastigotes en cultivo NNN.

El protocolo de fijacion del antigeno en los portas y de la propia técnica de IFI es el
mismo, independientemente del antigeno empleado. Inicialmente, se purifican los
antigenos para evitar reacciones con antigenos solubles, mediante centrifugacion (a 500 g
durante 5 minutos) y lavados sucesivos en PBS hasta la obtenciéon de un sobrenadante

limpio.

La suspension celular se coloca en portas especiales esmerilados de
inmunofluorescencia de 18 pocillos de 4 mm de diametro (Cultek). En cada pocillo se
depositan 5 microlitros del antigeno en suspension y se dejan secar al aire. Las
preparaciones, una vez secas, se almacenan congeladas a -20°C. En el momento de su uso,

los portas se descongelan y se dejan secar en estufa a 37°C durante 15 minutos.

3.8.2. TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

La técnica incluye los dos tiempos de reaccion clasicos: un primer tiempo en el que
se ponen en contacto el antigeno con los sueros problema y un segundo tiempo en el cual
se aflade la anti-inmunoglobulina canina conjugada con el marcador fluorescente (Coligan

etal, 1992)
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-Primer tiempo de reaccidén

En las microplacas los sueros problema se diluyen en tampon fosfato (PBS) a pH de
7,2. Las diluciones empleadas para Ehrlichia canis fueron de 1:40, 1:80 y 1: 320. El punto

de corte se encuentra en 1:40 (Sainz, 1996).

En el caso de Leishmania infantum, las diluciones empleadas fueron 1:50, 1:100 y
1:400. El punto de corte para el diagndstico de leishmaniosis canina en el laboratorio de la

Facultad de Veterinaria de Madrid se encuentra en 1:100 (Tesouro, 1984).

En todo momento se incluyeron controles positivos y negativos, previamente
contrastados, propiedad del Servicio de Diagnostico de Ehrlichiosis y Lesihmaniosis

Canina de la UCM.

A continuacion, los portaobjetos se introducian en cdmara hiimeda en estufa a 37°C
durante 30 minutos. Tras esta fase de incubacion, los portas se sometian a tres lavados de 5
minutos en PBS en agitacion, cambiando la solucién de PBS entre cada lavado.

Posteriormente, los portas se secaban con aire frio.

-Segundo tiempo de reaccion:

Tras su secado, se afiadian a cada pocillo 25 microlitros de conjugado; este
conjugado esta constituido por una anti-Ig de perro obtenida en conejo y marcada con
isotiocianato de fluoresceina (Jackson Immunoresearch Laboratories, Inc.) a una dilucion
de 1:100 en PBS a pH=7,2. A continuacion y al igual que en el primer tiempo de reaccion,

se introducian los portas en cdmara humeda en estufa a 37°C durante 30 minutos.
Tras tres lavados en PBS y su correspondiente secado, las preparaciones se montaban

para su lectura, colocando 3 gotas de glicerina tamponada especial para

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

La lectura se realiza con un microscopio de epifluorescencia (Olympus B-H2 ®) 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 dilucion del suero a la cual se detecta una

fuerte fluorescencia.

3.9. CITOMETRIA DE FLUJO

La citometria de flujo fue realizada por el Servicio de Citometria de flujo de la
Facultad de Medicina de Valencia. Las muestras fueron analizadas en un citémetro de flujo

EPICS XL-MCL con cargador automatico de muestras.

Los parametros del andlisis incluyen:

1. Dispersion frontal de luz laser (FS): es proporcional al tamafio de la particula
analizada. Es recogida y amplificada por un fotodetector dotado de un filtro de

densidad neutra (NDI).

2. Dispersion lateral de luz laser (SS): es proporcional a la granularidad o complejidad
de la particula analizada. Es recogida y amplificada en direccion perpendicular al

haz de laser mediante un fotomultiplicador provisto de los filtros: 488DC + 488BP.

3. Fluorescencia verde (Log FL1): es proporcional a los antigenos revelados con un
anticuerpo monoclonal conjugado con fluoresceina (FITC) o a la fluorescencia
inespecifica de un isotipo adecuado. Es recogida y amplificada en modo

logaritmico mediante un fotomultiplicador provisto de los filtros 550DC + 525BP.
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4. Fluorescencia amarilla-anaranjada (Log FL2): es proporcional a los antigenos
revelados con un anticuerpo monoclonal conjugado con ficoeritrina (PE) o a la
fluorescencia inespecifica de un isotipo adecuado. Es recogida y amplificada en
modo logaritmico mediante un fotomultiplicador provisto de los filtros: 575DC +

550BP

Las sefiales de dispersion luminosa y de intensidad de fluorescencia son calibradas
diariamente en los fotomultiplicadores logaritmicos, utilizando microesferas (Flow-Check

Beckman-Coulter, Hialeah, FL).

Los datos fueron adquiridos en forma de histogramas (mono y biparamétricos) y en
“modo lista”. La adquisicion en “modo lista” permite el analisis posterior de los datos
utilizando el software System II® (Beckman-Coulter, Hialeah FL), en el cual es posible

recombinar los parametros obtenidos y redefinir diferentes regiones de seleccion.

Mediante el ordenador del citometro (programa System II v. 3.0) se define un

protocolo de adquisicion de datos que incluye los siguientes histogramas:

255

1023

FS

Fs
TN T TN T T T T T T Y B

L s e e e e e e e e e e e e e B e L a 1023
255 ==
Fig. 3.9.1.- Histograma biparamétrico Fig. 3.9.2.- Acotamiento de la ventana
de FS frente a SS. de linfocitos sobre el histograma
morfoldgico.
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Fig. 3.9.3 v 3.9.4.- Histogramas biparamétricos de SS frente a CD3 y CD21 que

muestran como las ceélulas positivas a CD3 y CD21 se corresponden

morfoldgicamente con linfocitos.
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Fig. 3.9.5.- Histograma biparamétrico de CD4 frente a CD3, se incluyen

anicamente las células acotadas en la region de linfocitos.
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Fig. 3.9.7.-Histograma biparamétrico
de CD21 frente a CD3, se incluyen
Gnicamente las células acotadas en la

region de linfocitos.

-117 -



Material y métodos

La adquisicion fue como minimo de 10.000 eventos sobre el histograma de
leucocitos, utilizando los distintos anticuerpos monoclonales siempre combinados con el
anticuerpo monoclonal CD3. Los parametros citométricos se analizaron a partir de ficheros
almacenados en forma de matriz multidimensional (modo lista), que permite reproducir de
forma rapida y en tiempo diferido el proceso de andlisis, asi como modificar, en caso
necesario, las regiones acotadas inicialmente. La visualizacion y el andlisis de los datos, se
realiza en programas de analisis celular compatibles con la configuracion de los citometros

empleados (Cytologic, XL Worxs station).

En nuestro caso se realizaba una primera clasificacion segin la dispersion luminosa. La
seccion donde se disponian los linfocitos se delimitaba para crear unos margenes de la
maxima confianza y con los datos de esa ventana se estudiaba la fluorescencia emitida

(Loken et al, 1990).

3.10. ANTICUERPOS MONOCLONALES (MAB)

Los anticuerpos monoclonales (Mab) caninos empleados en este estudio (antiCD3,
antiCD4, antiCD8 y antiCD21) fueron proporcionados por el Dr. Peter F. Moore del
College of Veterinary Medicine de la Universidad de Davis (California). Estos anticuerpos
monoclonales fueron sintetizados en su propio laboratorio. Concretamente, los anticuerpos
monoclonales empleados en este estudio fueron el 2A12; 1E4#3; JD3 y 1D6#12 que
reconocen los antigenos CD3, CD4, CD8 y CD21 respectivamente. Las especificidades de
estos anticuerpos se establecen por inmunoprecipitacion  antigénica, por
inmunohistoquimica realizada en tejidos linfoides y por citometria de flujo realizada en
células derivadas de organos linfoides centrales y periféricos y estudios funcionales de
subpoblaciones periféricas de células T definidas por estos anticuerpos (Moore et al,

1992).
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En la siguiente tabla, se incluyen los clones concretos de anticuerpos monoclonales

empleados, asi como su especificidad, isotipos y fluorocromos con los que estaban

marcados.
Monoclonal Especificidad Clon Isotipo Fluorocromo
CD3 Linfocitos T CA 17.2A12 Ig Gl FITC
Linfocitos
CD4 N CA 13.1E4#3 Ig Gl PE
T auxiliares
Linfocitos
CD8 o CA9.JD3 Ig G2a PE
T citotoxicos
CD21 Linfocitos B CA2.1D6#12 Ig Gl PE

Tabla 3.10.1: Monoclonales empleados en el estudio

Se empled el antiCD3 como marcador de linfocitos T (Weiss 2001c), el antiCD21
como marcador de linfocitos B, y el antiCD4 y antiCD8 para diferenciar subpoblaciones de
linfocitos T, segin sean portadoras de CD4 (linfocitos T cooperadores o Th) o de CD8

(linfocitos T citotoxicos o Tc).

Nuestro plan de trabajo consistido en enfrentar el antiCD3 a cada uno de los otros
anticuerpos monoclonales, por lo que necesitabamos marcarlos con dos fluorocromos
diferentes. Asi se empled isotiocianato de fluoresceina (FITC) como conjugado para los
antiCD3 y Ficoeritrina (PE) para los antiCD4, antiCD8 y antiCD21. Los anticuerpos
monoclonales también fueron conjugados con sus fluorocromos en el laboratorio del Dr.

Peter F. Moore.
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La FITC emite fluorescencia verde y la PE fluorescencia naranja, lo que permite
diferenciar un anticuerpo monoclonal de otro cuando son empleados simultdneamente. De
esta manera, se realizaron combinaciones de anticuerpos monoclonales de 2 en 2, estando

presente en cada combinacion siempre el anti-CD3.

Monoclonales

Tabla 3.10.2: Panel empleado en el estudio

De cada muestra sanguinea conservada en EDTA se preparaban tres tubos en los que se

combinaba:

e 100 pl de sangre, 1 ul de conjugado CD3- FITC y 1 ul de conjugado CD4- PE
e 100 pl de sangre, 1 ul de conjugado CD3- FITC y 1 ul de conjugado CD8- PE
e 100 ul de sangre, 1 ul de conjugado CD3- FITC y 1 ul de conjugado CD21- PE

Estos tubos se dejaban incubar durante 10 minutos tras ser bien homogeneizados. Tras
este tiempo la muestra se introducia en una estacion semiautomatica de preparacion de
muestras, Sistemas EPILS Multi Q-PREP de Coulter®, donde se realizaba el lisado
eritrocitario, fijado y estabilizacion de la muestra de sangre entera con el fin de destruir los
hematies y trabajar Gnicamente con leucocitos en suspension. El liquido de hemdlisis
empleado fue solucion de lisis OptiLyse C® (Immunotech, Marsella, Francia). Tras este

proceso, las muestras estaban listas para su procesamiento en el citometro de flujo.
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3.11. POBLACIONES LEUCOCITARIAS E INMUNOFENOTIPO

A continuacion se describen cada una de las poblaciones linfocitarias estudiadas y
su procedencia en relacion con los marcadores empleados en el estudio citométrico de

flujo:

e Los linfocitos B estan representados por las células marcadas como CD3-CD21+
en la ventana de los linfocitos.

e Los linfocitos T, en nuestro estudio, estan representados por las células marcadas
como CD3+CD21- en la ventana de los linfocitos. Existen otras formulas descritas
en la literatura para hallar el valor de linfocitos T. Asi, Calvelli indica que el total
de linfocitos T CD3+ es la media de los porcentajes obtenidos para las células
CD3+ en todos los tubos en que se incluya el CD3 (Calvelli, 1993). Otros autores
sugieren que el total de linfocitos T vendria dado también por la siguiente férmula:
la poblacion de CD3+CD4+ mas la poblacion de CD3+CD8+ seria igual al total de
células CD3+ mas/menos un 10%, puesto que los linfocitos T CD4-CDS-
representan un minimo porcentaje (NCCSL, 1992). En nuestro estudio, también
hemos realizado los calculos aplicando estas formulas, comprobdndose que se

correlacionan estrechamente con los valores aplicados en el estudio.

e Los linfocitos T cooperadores estan representados, en nuestro trabajo, por los

CD3+CD4+.

e Los linfocitos T citotdxicos estdn representados, en nuestra investigacion, por los

CD3+CD8&+.

e Los linfocitos T no cooperadores, ni citotoxicos o linfocitos Tyd, son los linfocitos

CD3+, CD4-, CDS8-. Esta poblacion también se ha hallado siguiendo tres férmulas
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diferentes, no existiendo diferencias significativas en un intervalo de confianza del
99% entre los valores obtenidos en cada una de ellas. Las féormulas aplicadas han

sido:

Linfocitos T y0 = Linfocitos T — (Linfocitos Th + Linfocitos Tc).
(Linfocitos CD3+ menos Linfocitos (CD3+CD4+) + Linfocitos (CD3+CD8+).

Linfocitos T yd = Linfocitos (CD3+CDS8-) — Linfocitos Th.

(Sustraccion de los linfocitos CD3+CD8- menos los linfocitos CD3+CD4+).

Linfocitos T yd = Linfocitos (CD3+CD4-) — Linfocitos Tc.

(Sustraccion de los linfocitos CD3+CD4- menos los linfocitos CD3+CD8+).

Los valores de linfocitos T yd expresados como porcentaje de linfocitos T se han
obtenido por las siguientes formulas, obteniendo valores iguales en ambos casos:
1. (100 — (%Th + %Tc referidos a poblacion T)) x %linfocitos T = referido a
poblacion linfocitaria.

2. (% linfocitos T yd % linfocitos T ) * 100

Los linfocitos no T no B serian las células Natural Killer (McDonough y Moore,

2000) y corresponden a los linfocitos CD3-CD21- (Sakai et al, 2003).
En nuestro estudio no existen CD3+CD21+ por incompatibilidad de definicion.
Los CD3-CD4+ serian neutrofilos o monocitos (Moore et al, 1992), pero no

aparecerian en la ventana de las caracteristicas morfoldgicas de los linfocitos,

aunque puede aportar informacion indirecta sobre la pureza del analisis.
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Una vez obtenidos los porcentajes de cada una de las estirpes linfocitarias
determinadas inmunofenotipicamente, éstos se deben dar en relacion al numero total de
globulos blancos presentes en la muestra. Estos porcentajes de estirpes linfocitarias se
emplean para calcular el numero absoluto de linfocitos pertenecientes a cada subpoblacion
por la formula: recuento de globulos blancos x porcentaje linfocitos X porcentaje estirpe

linfocitaria = ntimero de linfocitos inmunofenotipicamente iguales (Calvelli et al, 1993).

Asi pues, y en resumen, dentro de la poblacion leucocitaria se valoraron las

siguientes poblaciones:

e Recuento diferencial de leucocitos: neutréfilos, eosinofilos, linfocitos, monocitos
expresados en porcentaje de globulos blancos (tal y como hemos explicado en el

apartado de hematologia) y en valor absoluto.

e Recuento diferencial de subpoblaciones linfocitarias: linfocitos T, linfocitos B,
linfocitos Natural Killer, expresado en numeros absolutos y en porcentaje de

globulos blancos.

e Recuento diferencial de subpoblaciones de linfocitos T: linfocitos Th, linfocitos Tc,
linfocitos Tyd expresadas en valores absolutos, como porcentaje de globulos

blancos y como porcentaje de linfocitos T.

3.12. ESTUDIO ESTADISTICO

Todos los resultados obtenidos fueron analizados mediante estudio estadistico
basico, test de “t” de student, test de Wilcoxon, analisis de varianza (ANOVA), Test de
Kruskal-Walis, calculo de coeficientes de correlacion y andlisis de Regresion Lineal

utilizando los programas estadisticos Statgraphics plus y Statistica 6.0. Los graficos
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derivados del estudio estadistico fueron realizados con el programa Statistica 6.0. Las

diferencias se consideraron estadisticamente significativas cuando p<0,05.
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4.- RESULTADOS

Los resultados se han dividido en varias secciones. En primer lugar, se presentan los
resultados de seroprevalencia de ehrlichiosis y leishmaniosis en los colectivos caninos
estudiados. La realizacion de estos andlisis serologicos fue necesaria para seleccionar los
animales para nuestro estudio de acuerdo con los criterios sefialados en el capitulo de

materiales y métodos.

Una vez establecidos los dos grupos de estudio, Grupo 1 o grupo Control (formado 18
perros clinicamente sanos y seronegativos a ehrlichiosis y leishmaniosis) y Grupo 2 o
grupo con Ehrlichiosis (formado por 38 perros afectados de forma natural de ehrlichiosis
en fase subclinica), se procedid a la determinacion de los valores hematoldgicos, las
proteinas séricas y del inmunofenotipo de estos 56 animales. Los resultados de estos
analisis se exponen en segundo lugar, presentando por un lado los resultados de los
estadisticos basicos de todas las variables medidas en el grupo Control y en el grupo con
Ehrlichiosis, y por otro lado se presentan los resultados del andlisis de correlacion entre los
resultados del inmunofenotipo y el resto de las variables analiticas determinadas en cada

uno de los grupos.

A continuacion, se presentan los resultados del estudio comparativo entre la poblacion

sana y de la poblacion afectada para cada una de las variables estudiadas

Por ultimo, se recogen los resultados obtenidos en los estadisticos basicos de todas las
variables medidas en el grupo de animales con Ehrlichiosis en los 5 tiempos de evaluacion
y se expone el andlisis estadistico de la evolucion post-terapéutica de estos mismos

parametros.
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4.1 SEROPREVALENCIA DE EHRLICHIOSIS EN LOS
COLECTIVOS ESTUDIADOS

Como se coment6 en materiales y métodos, la seleccion de los animales objeto del
estudio se realiz6 entre un total de 160 animales procedentes de dos protectoras de
Valencia. En una de ellas se estudio un total de 117 perros y en la otra protectora 43
animales. Se realizo un estudio serologico de los niveles de anticuerpos frente a Ehrlichia

canis y Leishmania infantum, cuyos resultados se detallan en la tabla siguiente:

LEISHMANIA | EHRLICHIA NUMERO PORCENTAIJE
PERROS

NEGATIVO NEGATIVO 39 24,37

NEGATIVO POSITIVO 76 47,5

POSITIVO NEGATIVO 10 6,25

POSITIVO POSITIVO 35 21,87

TABLA 4.1.1.- Resultados de la serologia frente a Ehrlichia canis y Leishmania
infantum de perros procedentes de las protectoras valencianas muestreadas para la
presente investigacion.

El total de perros con titulo positivo de anticuerpos anti-Ehrlichia canis fue de 111,
por lo que la prevalencia de ehrlichiosis en estas protectoras de Valencia es del 69,37%

(con un titulo de anticuerpos antiehrlichia por encima de la dilucioén 1/80).

La prevalencia de leishmaniosis canina en estas colectividades es del 28,12%,
encontrandose 45 animales con un titulo de anticuerpos antileishmania por encima de la

dilucion 1/100.

Se observa una concurrencia de ambas infecciones en el 21,87% de los perros de las
colectividades (35 casos).
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4.2 ESTADISTICOS BASICOS DEL GRUPO CONTROL

Los estadisticos basicos de los 18 perros que constituian el grupo Control se
resumen en las tablas 4.2.1 a 4.2.5.

4.2.1 HEMATOLOGIA: ERITROGRAMA E iINDICES ERITROCITARIOS.

ANIMALES CONTROL

GR
(10%/ul)

5,85

Valor
minimo
Valor
maximo
Media 6,77
Desviacion
estandar
Error
estandar

Test distr.
Normal

7,94

0,50

0,13

p=0,74

TABLA 4.2.1.-Estadisticos basicos de las variables hematoldgicas de la serie roja del
grupo Control (HGB= hemoglobina; GR= globulos rojos; HTC= hematocrito; VCM=
volumen corpuscular medio; HCM= hemoglobina corpuscular media; CHCM=
concentracion de hemoglobina corpuscular media)

4.2.2 PLAQUETAS

El recuento plaquetario en el grupo Control mostré un valor medio de 394.200 +
24.489 plaquetas por microlitro, pudiendo ajustarse su distribucion a una distribucion
normal (p= 0,29). El valor minimo en el nimero de plaquetas en la poblacion control del
estudio fue de 238.000 plaquetas por microlitro y el madximo de 587.000 plaquetas por

microlitro. La desviacidn estandar fue de 94.845.
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4.2.3 PROTEINAS SERICAS

ANIMALES CONTROL

Albumina Globulina
(g/dl) (g/dl)

5,20 2,58 2,22

PT (g/dl)

8,60 4,51 4,72

6,73 3,35 3,38

Desviacion
estandar
Error
estandar
Test distr.
Normal

1,12 0,60 0,74

0,31 0,17 0,21

p =0,69 p=0,28 p=0,75

TABLA 4.2.2.- Estadisticos basicos de las proteinas séricas en la poblacion Control
(PT = proteinas totales; A/G = cociente albumina/globulinas)

4.2.4 RECUENTO LEUCOCITARIO E INMUNOFENOTIPO

GRUPO CONTROL VE’11§)1‘ szlqr Media ‘ De§V. Errf)r . Test distr.
minimo  maximo estandar | estandar N

LEUCOCITOS /ul 6000 16400| 10155,60| 2807,00 661,60 p =0,65
NEUTROFI LOS/ul 4964 10875| 7037,67| 1834,87 529,68

EOSINOFI LOS/ul 0 1450 336,42 419,78 121,18

MONOCITOS/ul 0 280 83,50 80,74 23,31

LINFOCITOS/ul 1080 5180| 2525,87| 1034,08 258,52 p=0,82
LINFOCITOS B/ul 144 1699 494,94 375,23 93,81 p = 0,02
LINFOCITOS T/ul 876 3155 1815,37 682,02 170,51 p=0,50
LINFOCITOS NK/ul 54 341 177,56 78,33 19,58 p=0,34
LINFOCITOS Th/ul 316 1277 832,25 278,13 69,53 p=0,35
LINFOCITOS Tc/ul 193 1550 619,44 336,42 84,11 p =0,10
LINFOCITOS Tya/ul 0 995 364,12 275,30 68,82 p=0,12

TABLA 4.2.3.- Estadisticos béasicos de los valores absolutos de cada una de las
poblaciones leucocitarias y del inmunofenotipo en el grupo de perros sanos del
estudio.
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Valor

minimo

Valor
maximo

Media

Desv.
estand.

Error
estand.

Resultados

Test distr.
N

NEUTROFILOS % 57,00 83,00 70,83 8,33 2,40

EOSINOFILOS % 0,00 10,00 3,00 3,16 0,91

MONOCITOS % 0,00 2,00 0,75 0,62 0,18

LINFOCITOS % 14,00 37,00 25,25 7,46 1,86 p=0,56
LINFOCITOS B % 7,22 32,80 18,41 6,29 157| p=0,38
LINFOCITOS T % 60,90 84,60 72,87 6,04 151| p=0,75
LINFOCITOS NK % 3,78 13,70 7,30 2,63 0,67| p=0,76
LINFOCITOS Th % 23,81 42,45 33,92 5,83 1,46 p=0,69
LINFOCITOS Tc % 14,53 35,32 24,59 7,04 1,76| p=0,53
LINFOCITOSTYd % 0,00 33,96 14,39 9,48 2,371 p=0,14

TABLA 4.2.4.- Estadisticos basicos de los valores porcentuales de cada una de las
poblaciones leucocitarias y del inmunofenotipo en el grupo de perros sanos del
estudio.

Se hall6 el indice neutréfilos/linfocitos cuya media resultd ser 3,19+0,40, siendo el
valor minimo 1,54, el méximo 5,36 y la desviacion estandar 1,39, pudiendo ser ajustada la

distribucion a una normal (p = 0,72).

Los valores relativos de las subpoblaciones de los linfocitos T, también fueron

calculados en relacion con las células T, tal y como se reflejan en la tabla 4.2.5.

Porcentaje referido a linfocitos T en animales
control

Error
estandar

(DI\VA

Test
estand.

L|nf00|tos

meoutos

L|nf00|tos
Ty

TABLA 4.2.5.- Estadisticos basicos de las subpoblaciones de linfocitos T expresados
como porcentaje de células T, en la poblacion del grupo Control del estudio.
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Por ultimo dentro de este apartado de resultados, se hallo el indice de linfocitos
TCD4" / linfocitos TCD8", siendo la media de este indice en la poblacion control del
estudio de 1,48 £0,11. El valor minimo de este indice fue de 0,80 y el maximo de 2,40. La
desviacion estandar fue 0,45 y se comprobo que su distribucion podia ser ajustada a una

normal (p = 0.48).

Atendiendo a los resultados obtenidos en el grupo Control, se comprueba como la
gran mayoria de las distribuciones de las variables estudiadas presentaban una distribucion

que podia ser ajustada a una distribucién normal, para un 95% de margenes de confianza.

Asi, todos los valores del eritograma y de las proteinas séricas han permitido este
ajuste. Ademads, tanto del nimero absoluto como relativo, de las distintos tipos de
leucocitos e inmunofenotipos de linfocitos, con excepcion de la distribucién del niimero
absoluto de linfocitos B, pueden ser ajustadas a una distribucién normal. Las distribuciones
del numero absoluto y relativo de neutréfilos, eosinofilos y monocitos no pudieron ser

evaluadas.

Realizando un analisis pormenorizado de los resultados obtenidos en las distintas
variables en cada uno de los perros del grupo Control, se puede comprobar como la
practica totalidad de los valores obtenidos quedan englobados dentro de los margenes
fisiologicos y s6lo un numero muy reducido de los mismos se situan ligeramente fuera de
los mismos. Este es el caso de dos perros con una ligera hiperproteinemia, un perro con

ligera eosinofilia y otro con una ligera linfocitosis.
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4.3 ESTADISTICOS BASICOS DEL GRUPO CON EHRLICHIOSIS

Los resultados de las wvariables hematoldgicas, proteinas totales y del
inmunofenotipo de los 38 perros infectados de manera natural con Ehrlichia canis

obtenidos en el momento del diagnostico se recogen en este apartado.

4.3.1. HEMATOLOGIA: ERITROGRAMA E INDICES ERITROCITARIOS

ANIMALES CON EHRLICHIOSIS

GR
(10%/ul)

4,57

8,83

6,92

Desviacion
estandar
Error
estandar
Test distr.
Normal

0,93

0,16

p=0,74

TABLA 4.3.1.- Estadisticos basicos de las variables hematoldgicas de la serie roja del
grupo de perros con Ehrlichiosis en el momento del diagndstico.

En el andlisis pormenorizado de los resultados obtenidos en cada uno de los perros
afectados por Ehrlichiosis respecto a las variables del eritrograma, se comprueba que sélo
un perro presentan una ligera anemia, siendo precisamente el caso que refleja los valores

minimos observados en la concentracion de hemoglobina y el recuento de globulos rojos.
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4.3.2 PLAQUETAS

El recuento plaquetario en el grupo de perros con Ehrlichiosis mostr6 un valor medio
de 259,78 + 20.65 plaquetas por microlitro, pudiendo ajustarse su distribucion a una
distribucion normal (p= 0,22). El valor minimo en el nimero de plaquetas en este grupo
afectado del estudio fue de 64.000 plaquetas por microlitro y el maximo de 510.000

plaquetas por microlitro. La desviacion estandar fue de 123.883.

De todos los perros con Ehrlichiosis, el 36% presentaban un recuento plaquetario
por debajo de 200.000 trombocitos por microlitro, y s6lo en dos de éstos la

trombocitopenia se situ6 por debajo de las 100.000 plaquetas por microlito.

4.3.3 PROTEINAS SERICAS

ANIMALES CON EHRLICHIOSIS

Albdmina Globulina
(g/dl) (g/dl)

4,70 1,50 2,03

PT (g/dl)

13,00 4,07 9,70

8,08 2,75 521

Desviacion
estandar
Error
estandar

1,81 0,64 1,79

0,32 0,11 0,32

p=0,05 p=0,59 p=0091

TABLA 4.3.2.- Estadisticos basicos de los valores de proteinas séricas en perros del
grupo con Ehrlichiosis en el momento del diagnostico.

De todas las variables estudiadas en los perros con Ehrlichiosis, los pardmetros

relativos a las proteinas séricas son las que muestran unas mayores alteraciones. Asi, la
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disproteinemia se comprueba en una gran mayoria de los casos (aproximadamente en el
75%), mostrando 13 animales un cociente Albuimina/Globulina por debajo de 0,5. Sélo en
tres perros se recogieron unos valores de ligera hipoproteinemia. Por el contrario fue
predominante la hiperproteinemia (en torno a un 40% de los casos), alcanzandose cifras de
proteinas séricas totales superiores a 10 g/dl en 4 perros. Los valores observados en la
concentracion de albimina y globulinas se encuentran en concordancia con los resultados
anteriores, obteniéndose en torno a un 50% de los perros unas cifras de hiperglobulinemia
(en 4 de ellos con cantidades de globulinas séricas superiores a los 7 g/dl) y en torno a un
40% de los animales hipoalbuminemia (en dos de ellos por debajo de 2g/dl de albumina

sérica).

4.3.4 RECUENTO LEUCOCITARIO E INMUNOFENOTIPO

A continuacion se detallan los recuentos leucocitarios y del inmunofenotipo

obtenidos en perros con ehrlichiosis en el momento del diagndstico.

Error Test distr.
estandar N

GRUPO CON

Valor

Valor ‘ Desv.
minimo

EHRLICHIOSIS maximo ladia estandar

LEUCOCITOS /ul 7000 24200 11467,60| 3801,10 62490 p=0,01
NEUTROFILOS/ul 3276 17908 | 6270,22| 2790,38 493,271 p=0,01
EOSINOFILOS/ul 0 1624 301,50 378,61 66,93| p=0,01
MONOCITOS/ul 0 609 114,41 153,95 2721 p=0,01
LINFOCITOS/ul 803 10620 | 461524 2074,07 340,97 p=0,55
LINFOCITOS B/ul 100 1299 504,81 371,91 61,98 p<0,01
LINFOCITOS T/ul 435 9250 3923,61| 1861,92 310,32 p=0,86
LINFOCITOS NK/ul 49 478 164,25 98,33 16,39| p=0,01
LINFOCITOS Th/ul 99 2708 | 124311 606,59 101,10 p=0,73
LINFOCITOS Tc/ul 141 7034| 2153,47| 1548,13 258,02 p=0,07
LINFOCITOS Tyd/ul 0 2275 518,47 572,53 9542 p<0,01

TABLA 4.3.3.- Estadisticos béasicos de los valores absolutos de las poblaciones
leucocitarias y subpoblaciones linfocitarias de los animales infectados por Ehrlichia
canis en el momento del diagndstico.
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GRUPO CON Va!or Val.or Media Desv. Error  Test distr.
EHRLICHIOSIS minimo | mAaximo estand. estand. N
NEUTROFILOS % 30,00 88,00 55,22 12,47 2,21 p=0,82
EOSINOFILOS % 0,00 9,00 2,50 2,64 0,47| p<0,01
MONOCITOS % 0,00 4,00 0,94 1,01 0,18 p=0,01
LINFOCITOS % 11,00 68,00 39,76 13,25 2,15 p=0,59
LINFOCITOS B % 2,39 31,10 12,06 8,32 1,39 p<0,01
LINFOCITOS T % 54,20 95,10 81,83 10,26 1,71 p=0,08
LINFOCITOS NK % 0,92 9,74 3,84 2,19 0,36| p=0,12
LINFOCITOS Th % 9,06 52,10 27,05 9,51 158 p=0,42
LINFOCITOS Tc % 12,9 79,70 42,63 19,51 3,25 p=0,01
LINFOCITOSTYy8 % 0,00 42,90 11,82 11,88 1,98 p<0,01

TABLA 4.3.4.- Estadisticos basicos de las poblaciones leucocitarias y subpoblaciones
linfocitarias en el dia previo al tratamiento de los animales infectados por Ehrlichia
canis en el momento del diagnostico.

En el momento del diagndstico, el indice neutrdfilos/linfocitos tuvo de media
1,49+0,14. El valor minimo fue 0,44, el méaximo 3,76 y la desviacion estandar 0,80,

pudiendo ser ajustada la distribucion a una normal (p = 0,29).

Respecto a las alteraciones observadas en la serie blanca en los perros con
Ehrlichiosis, se observa como un porcentaje elevado de casos muestran cifras absolutas y
relativas de linfocitosis (en torno a un 40%), mientras que s6lo uno de ellos presentd una
ligera linfopenia. No obstante, estas linfocitosis no fueron tan elevadas para llegar a
producir cifras de leucocitosis; la que se observo solo en tres casos, una de ellas provocada
por el unico caso que presentaba una ligera neutrofilia. Igualmente con excepcion de un
perro que presentaba una ligera eosinofilia, el resto de los casos presentaron unos recuentos

de eosindfilos como de monocitos dentro de los margenes fisiologicos.

La siguiente tabla muestra los estadisticos basicos del valor porcentual de las
subpoblaciones T-linfocitarias referido a la poblacion de linfocitos T del grupo de perros

con Ehrlichiosis.
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Porcentaje referido a linfocitos T en animales con
Ehrlichiosis

Valor Media Desv. Error Test

maximo estand. estandar distr. N
Linfocitos
Th
Linfocitos
Tc
Linfocitos

Tyd

TABLA 4.3.5.- Estadisticos basicos de las subpoblaciones de linfocitos T expresados
como porcentaje de células T, en la poblacion del grupo de perros con Ehrlichiosis en
el momento del diagndstico.

Por ultimo dentro de este apartado de resultados, se halld el indice de linfocitos
TCD4" / linfocitos TCDS8", siendo la media de este indice en la poblacion afectada con
erhlichiosis del estudio de 0,90 +0,13. El valor minimo de este indice fue de 0,12 y el
maximo de 3,54. La desviacion estandar fue 0,77 y se comprobd que su distribuciéon no

podia ser ajustada a una normal (p < 0.01).

En relacion a la forma de distribucion de las distintas variables en el grupo con
Ehrlichiosis, se comprueba como una gran mayoria pueden ser ajustadas a una distribucion
normal (para un 95% de margenes de confianza). No obstante, es conveniente destacar
como algunas de las variables que en el grupo control se ajustaban a una distribucion
normal pierden esta forma de distribucion, como consecuencia de las alteraciones
biopatoldgicas que se producen en el curso de la Ehrlichiosis. Este es el caso de las
proteinas séricas totales y el cociente Albiimina/Globulina, como de alguna variable de la

serie leucocitaria y del inmunofenotipo.
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4.4 CORRELACIONES ENTRE LOS DISTINTOS PARAMETROS
BIOPATOLOGICOS

Nos parecid interesante conocer si existian asociaciones cuantitativas (dos a dos)
entre los parametros biopatologicos estudiados, en especial las que podrian presentarse con
las subpoblaciones linfocitarias. Por ello se calcularon los coeficientes de correlacion (r)
entre las variables tanto en el grupo Control como en el grupo de perros con Ehrlichiosis,
considerando el nivel de significacién para un intervalo de confianza de al menos un 95%

(p<0,05), teniendo en cuenta el tamafio de cada una de las muestras.

Indudablemente muchas de las ausencias de asociacidon entre variables que
esperabamos obtener, asi como de las correlaciones significativas entre las distintas
variables son obvias, debido a su propia naturaleza de vinculacion (como por ejemplo
parametros de la serie roja y del proteinograma). No obstante queriamos comprobar que si
la ausencia o la presencia de correlaciones significativas se presentaban en los dos grupos,

o por el contrario la infeccion por ehrlichia podria modificar estas asociaciones.

En las siguientes tablas se recogen los resultados de los coeficientes de correlacion
(r) entre las distintas variables, en primer lugar los obtenidos en el grupo control
destacando en negrilla aquellas que mostraban una asociacion estadisticamente
significativa (p<0,05), y en segundo lugar para el grupo de perros con Ehrlichiosis,
destacando igualmente en negrilla las asociaciones significativas y en color rojo cuando se
producia algin cambio en la significacion estadistica del coeficiente de correlacion

respecto al grupo Control.
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4.4.1 CORRELACIONES ENTRE LAS DISTINTAS VARIABLES EN EL GRUPO
CONTROL

Las siguientes tablas recogen los coeficientes de correlacion entre los distintos

parametros biopatdlogicos analizados en el grupo Control (n = 18).

GR GR

HB 0,61 HB

HTO 0,86 | 0,78 | HTO

VCM -0,36 | 0,11 0,15 | VCM

HCM -065 | 0,19 | -0,33 | 0,67 | HCM

CHCM | -0,58 | 0,05 | -0,58 | 0.09 | 0,80 | CHCM

PLT 0,13 | -0,16 | -0,19 | -0,59 | -0,30 | 0,07 [ PLT

TABLA 4.4.1.- Asociaciones (coeficientes de correlacion = r) entre diferentes
variables hematologicas (serie roja y recuento plaquetario) del grupo Control, en
negrilla aquellos coeficientes que sefialan una relacion significativa (p<0,05) entre las
variables.

GR 0,09 0,41 0,24 0,19
HB 0,40 0,38 0,29 0,06
HTO 0,41 0,23 0,41 -0,15
VCM 0,65 0,40 0,69 -0,38
HCM 0,40 0,29 0,35 -0,17
CHCM -0,01 0,20 -0,17 0,26
PLT -0,15 0,20 -0,38 0,47
Variables | PT ALB |GLOB |A/G

TABLA 4.4.2.- Asociaciones (coeficientes de correlacion = r) entre las diferentes
variables hematoldgicas (serie roja y recuento plaquetario) y las proteinas séricas del
grupo Control, en negrilla aquellos coeficientes que sefialan una relacién significativa
(p<0,05) entre las variables.
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GB 0,55 0,32 0,12 -0,13 -0,31 -0,16 0,30
%Neu -0,22 -0,05 -0,05 0,44 0,22 0,06 -0,37
Neu N 0,06 0,27 0,10 0,23 0,23 0,21 -0,11
%Eo0s 0,14 0,10 -0,09 -0,27 -0,14 0,21 0,28
Eos N 0,25 0,19 -0,03 -0,22 -0,13 0,20 0,21
%Mon -0,12 -0,12 -0,29 -0,28 0,04 0,29 0,37
Mon N -0,03 -0,04 -0,20 -0,19 0,02 0,24 0,36
%Linf -0,06 0,14 -0,11 -0,26 -0,11 -0,14 0,17
Linf N 0,31 0,08 0,13 -0,26 -0,30 -0,24 0,36

Variables GR HB HTC VCM HCM CHCM PLT

TABLA 4.4.3.- Asociaciones (coeficientes de correlacién = r) entre variables del
recuento leucocitario y otras variables hematoldgicas (serie roja y recuento
plaquetario) del grupo Control, en negrilla aquellos coeficientes que sefialan una
relacion significativa (p<0,05) entre las variables.

% B 029 | 006 | 0,06 -0,39 -0,47 20,27 0,56
LinfB | 030 | 0,03 0,09 0,33 0,35 -0,20 0,52
%NK | -039 | 0,11 0,26 -0,04 0,58 0,52 0,21
LinfNK | -0,18 | 0,13 | -0,14 0,32 0,34 0,30 0,09
%T 0,12 | 014 | 014 0,48 0,34 0,08 -0,56
LinfT | 032 | 0,12 0,18 0,16 20,25 -0,26 0,22
%Th | -021 | 025 | -0,12 0,15 0,53 0,48 -0,05
LinfTh | 032 | 027 0,15 -0,28 -0,10 -0,08 0,38
%Tc | 0,09 | 030 | 0,17 0,45 0,35 0,02 -0,56
LinfTc | 0,10 | 020 | 0,16 0,10 0,05 0,11 -0,06
%Tys 0,15 | -032 | 0,03 -0,15 -0,44 20,30 0,12
LinfTyd | 034 | 0,19 | 0,11 -0,23 -0,55 0,41 0,23
CD4/CD8 | 0,14 | -0,01 | -0,06 -0,29 0,13 0,12 0,47

Variables | GR | HB | HTC | VCM HCM | CHCM | PLT

TABLA 4.4.4.- Asociaciones (coeficientes de correlacion = r) entre diferentes
variables hematoldgicas (serie roja y recuento plaquetario) y las variables de
poblaciones y subpoblaciones linfocitarias del grupo Control, en negrilla aquellos
coeficientes que sefialan una relacion significativa (p<0,05).
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Entre las asociaciones encontradas entre los parametros de la serie roja y el resto de

las variables en el grupo Control, cabe destacar como los resultados reflejan una

correlacion estadisticamente significativa en relacion directa entre el volumen corpuscular

medio y las concentraciones de globulinas y de proteinas séricas totales, asi como entre la

concentracion de hemoglobina media y los porcentajes de linfocitos NK y linfocitos Th en

relacion directa y con el niumero absoluto de linfocitos Tyd en relacion inversa.

En relacion con el recuentro plaquetario, el nimero de trombocitos se encuentra

relacionado directamente tanto con el nimero absoluto como relativo de linfocitos B e

inversamente al porcentaje de linfocitos T y Tc, en el grupo Control.

PT PT

ALB 0,79 ALB
GLOB 0,87 0,38 GLOB

AIG 20,23 0,41 -0,67 AIG

TABLA 4.4.5.- Asociaciones (coeficientes de correlacion = r) entre las variables de
proteinas séricas del grupo Control, en negrilla aquellos coeficientes que sefialan una

relacion significativa (p<0,05).

GB -0,20 -0,36 -0,01 -0,26
%Neu 0,52 0,12 0,69 -0,55
Neu N 0,07 -0,32 0,36 -0,60
%Eos -0,21 -0,16 -0,20 0,06
Eos N -0,20 -0,23 -0,12 -0,07
%Mon -0,62 -0,39 -0,62 0,30
Mon N -0,51 -0,35 -0,49 0,19
%L inf -0,38 -0,04 -0,54 0,46
Linf N -0,44 -0,22 -0,48 0,29

Variables PT ALB GLOB AlG

TABLA 4.4.6.- Asociaciones (coeficientes de correlacion = r) entre las variables de

proteinas séricas y las de la formula leucocitaria del grupo Control, en negrilla

aquellos coeficientes que sefialan una relacion significativa (p<0,05).
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%B -0,13 0,23 -0,39 0,61
Linf B -0,24 0,01 -0,45 0,47
% NK -0,03 -0,37 0,26 -0,60

Linf NK -0,43 -0,52 -0,22 -0,25

% T 0,22 -0,08 0,40 -0,51
Linf T -0,44 -0,28 -0,43 0,16
% Th 0,48 0,38 0,41 -0,20
Linf Th -0,28 -0,07 -0,36 0,21
% Tc 0,10 -0,20 0,40 -0,63
Linf Tc -0,32 -0,31 -0,22 -0,04
%Tyd -0,31 -0,10 -0,38 0,34

Linf Tyd -0,49 -0,26 -0,53 0,35
CD4/CD8 0,04 0,47 -0,06 0,37
Variables PT ALB GLOB AIG

Resultados

TABLA 4.4.7.- Asociaciones (coeficientes de correlacion = r) entre las variables de
proteinas séricas y las de poblaciones y subpoblaciones linfocitarias del grupo
Control, en negrilla aquellos coeficientes que sefialan una relacion significativa

(p<0,05).

En cuanto a la relacion entre los parametros de las proteinas séricas y el resto de la

variables en el grupo Control, se comprueba como la concentracion de globulinas séricas

se encuentra correlacionada directamente con el porcentaje de neutrdfilos e inversamente

con los porcentajes de monocitos y linfocitos y con el numero absoluto de linfocitos Tyd.

Igualmente cabe destacar como el cociente Albumina/Globulina presenta una

relacion directa con el porcentaje de linfocitos B e inversa proporcional a los porcentajes

de neutrofilos, linfocitos NK y linfocitos Tc.
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GB GB

% Neu -0,12 | %Neu

Neu N 0,86 0,38 NeuN

%Eo0s 0,53 -0,15 0,44 %Eos

Eos N 0,70 -0,11 0,59 0,97 EosN

%Mon 0,63 -0,68 0,25 0,46 0,46 %Mon

Mon N 0,76 -0,61 0,38 0,47 0,52 0,96 MonN

%L inf -0,08 [-0,91 -0,58 -0,27 -0,30 0,43 0,36 % Linf

Linf N 0,59 -0,85 -0,02 0,03 0,07 0,77 0,79 0,73 Linf N

TABLA 4.4.8.- Asociaciones (coeficientes de correlacion = r) entre las variables del
recuento leucocitario del grupo Control, en negrilla aquellos coeficientes que sefialan
una relacion significativa (p<0,05).

Como era de esperar, en el grupo Control el nimero absoluto de cualquier

poblacion leucocitaria se encuentra directamente relacionado con el recuento total de

glébulos blancos. Sin embargo en este grupo Control, las mayores asociaciones estadisticas

entre las variables del recuento leucocitario se observan entre el porcentaje de neutrofilos y

el niamero absoluto y relativo de linfocitos, en ambos casos en relacion inversa. Del mismo

modo destaca, en este caso en relacion directa, unas correlaciones altamente significativas

entre el numero absoluto de linfocitos y los valores, absoluto y relativo, de monocitos.

% Linf %Linf
% B 0,48 % B
% NK -0,30 -0,49 % NK
%T -0,43 -0,91 0,14 % T
% Th -0,40 -0,52 0,51 0,43 % Th
% Tc -0,18 -0,25 0,55 0,11 0,12 % Tc
% Tyd 0,11 0,08 | -064 | 029 -0,42 075 | %Tys
CD4/CD8 -0,05 -0,06 -0,28 0,17 0,39 -0,83 0,49 CD4/CD8

TABLA 4.4.9.- Asociaciones (coeficientes de correlacion = r) entre los valores

porcentuales de las variables linfocitarias del grupo Control, en negrilla aquellos
coeficientes que sefialan una relacion significativa (p<0,05).
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En relacion a los recuentos porcentuales de las variables linfocitarias en el grupo
Control se comprueba una relacion inversa y altamente significativa entre los valores de
linfocitos B y linfocitos T. Llama la atencion como el porcentaje de linfocitos NK se
muestra relacionado con los porcentajes de las tres subpoblaciones linfocitarias, de forma

directa con los linfocitos Thy Tc, e inversamente con los linfocitos Tyd.

Por ultimo, en relacion con los porcentajes linfocitarios, cabe destacar como el

cociente CD4/CD8 en la poblacion sana se encuentra clara e inversamente relacionado con

el porcentaje de linfocitos Tc y no con el porcentaje de linfocitos Th.

Linf Linf
Linf B 0,85 Linf B
NK 0,54 0,28 NK
Linf T 0,96 0,67 0,56 | LinfT
Linf Th 0,86 0,57 0,65 0,90 Linf Th
Linf Tc 0,81 0,64 0,66 0,79 0,66 Linf Tc
Linf Tys 0,52 030 | -0,08 | 0,60 0,41 0,06 | Linf Ty
CD4/CD8 -0,12 -0,15 -0,32 -0,06 0,15 -0,60 -0,43 CD4/CD8

TABLA 4.4.10.- Asociaciones (coeficientes de correlacion = r) entre los valores
absolutos de las variables linfocitarias del grupo Control, en negrilla aquellos
coeficientes que sefialan una relacion significativa (p<0,05).

Cuando se analizan las relaciones de los recuentos linfocitarios expresados en
valores absolutos se comprueba un mayor nimero de relaciones estadisticamente
significativas que en forma porcentual. En concreto el numero total de linfocitos se
encuentra directamente relacionado con todas y cada una las poblaciones y subpoblaciones

linfocitarias, en relacion directa.
Por otra parte llama la atencion no so6lo la relacion directa entre el numero de

linfocitos T con el numero de linfocitos Th y Tc como era de esperar, sino también con el

nimero de la subpoblacion de linfocitos Tyd. Ademdas este nimero de linfocitos T se

- 144 -



Resultados

encuentra asociado al niimero absoluto de otras poblaciones linfocitarias, linfocitos B y

linfocitos NK.

Una vez mas se comprueba que en la poblacion sana el cociente CD4/CD8 se

encuentra relacionado con el nimero total de linfocitos Tc y no con el de los linfocitos Th.

Ne° Linf 0,73 0,49 -0,26 -0,43 -0,43 -0,02 0,01
N°Linf B 0,64 0,84 -0,39 -0,76 -0,55 -0,11 -0,06
N°Linf NK 0,42 -0,06 0,64 -0,18 0,08 0,40 0,47
N°Linf T 0,68 0,26 -0,22 -0,18 -0,32 0,01 0,08
NeLinf Th 0,61 0,21 -0,02 -0,17 0,06 -0,02 -0,13
N°Linf Tc 0,55 0,25 0,06 -0,25 -0,32 0,54 -0,37
N°Linf Ty8 0,41 0,15 -0,62 0,04 -0,46 -0,62 0,78
Variables %Linf % B % NK %T % Th % Tc % Tyd

TABLA 4.4.11.- Asociaciones (coeficientes de correlacion = r) entre los valores
porcentuales y absolutos de las variables linfocitarias del grupo Control, en negrilla
aquellos coeficientes que sefialan una relacion significativa (p<0,05).

Cuando se analizan las posibles asociaciones cruzando los valores absolutos y
relativos de las poblaciones y subpoblaciones linfocitarias en el grupo Control, lo primero
que llama la atencién es que no existe una correlacion entre los valores absolutos y
relativos para todos y cada uno de los tipos de linfocitos. Concretamente ni en los
linfocitos T y dentro de éstos, ni en los linfocitos Th, se comprueba una asociacion directa

entre sus valores absolutos y relativos, como sucede con el resto de variables linfocitarias.

Por otra parte se repiten las asociaciones inversas observadas entre los porcentajes
de linfocitos T y linfocitos Th, con los linfocitos B anteriormente sefialadas cuando éstos
eran expresados igualmente en porcentajes, sdlo que en este caso se comprueba igualmente

con valores absolutos de linfocitos B.
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GB 0,09 0,42 0,10 0,41 -0,12 0,61
%Neu -0,48 -0,72 0,34 -0,47 0,42 -0,81
Neu N -0,30 -0,07 0,61 0,32 0,11 -0,02
%Eo0s 0,03 0,08 0,35 0,25 -0,17 -0,03
Eos N 0,03 0,10 -0,45 0,33 -0,15 0,01
%Mon 0,26 0,64 -0,04 0,53 -0,30 0,72
Mon N 0,28 0,70 0,01 0,54 -0,34 0,72

Variables %B Linf B % NK Linf NK % T Linf T

TABLA 4.4.12.- Asociaciones (coeficientes de correlacion = r) entre las variables del
recuento leucocitario (excluyendo los linfocitos) y las de poblacion linfocitaria del
grupo Control, en negrilla aquellos coeficientes que sefialan una relacién significativa
(p<0,05).

GB -0,06 0,61 0,16 0,49 -0,17 0,30 -0,02
%Neu 0,43 -0,81 0,26 -0,61 -0,25 -0,57 0,03
Neu N 0,05 -0,06 0,61 0,25 -0,51 -0,42 -0,44
%Eos 0,13 0,09 0,11 0,08 -0,43 -0,35 -0,15
Eos N 0,10 0,11 0,30 0,17 -0,50 -0,38 -0,23
%Mon -0,39 0,65 -0,04 0,65 0,11 0,39 -0,21
Mon N -0,39 0,65 0,12 0,74 -0,02 0,24 -0,33

Variables | % Th | Linf Th %Tc Linf Tc %Tyd Linf Tyd | CD4/CD8

TABLA 4.4.13.- Asociaciones (coeficientes de correlacion = r) entre las variables del
recuento leucocitario (excluyendo los linfocitos) y las de subpoblaciones linfocitarias
del grupo Control, en negrilla aquellos coeficientes que sefialan una relacidén
significativa (p<0,05).

Por ultimo nos pareci6 interesante comprobar la posible existencia de asociaciones
entre las poblaciones y subpoblaciones de linfocitos con otras poblaciones leucocitarias. En
este analisis comprobamos como en el grupo Control se establecen una serie de relaciones
estadisticamente significativas entre las que destacamos una relacion directa entre el
recuento total de leucocitos y el nimero de linfocitos T, y dentro de éstos los linfocitos Th.
Asociaciones semejantes suceden entre los valores de esta poblacion de linfocitos T y de

las subpoblaciones linfocitarias Th y Tc con el valor absoluto y relativos de monocitos.
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Por otra parte el porcentaje de neutro6filos muestra una relacion inversa tanto con los
valores absolutos de linfocitos B y linfocitos T, como con los valores absolutos de las tres
subpoblaciones linfocitarias Th, Tc y Tyd;y sin embargo el recuento absoluto de
neutrofilos se encuentra exclusivamente asociado y en relacion directa al porcentaje de

linfocitos NK y linfocitos Tc.

4.4.2 CORRELACIONES ENTRE LAS DISTINTAS VARIABLES EN EL GRUPO
DE PERROS CON EHRLICHIOSIS

Las siguientes tablas recogen los coeficientes de correlacion entre los distintos
parametros biopatologicos analizados en el grupo de perros con Ehrlichiosis en el

momento del diagnostico (n = 38).

GR GR

HB 0,58 HB

HTO 092 | 05 | HTO

VCM 0,05 0,11 043 | VCM

HCM -0,65 | 0,24 | -0,60 | 0,04 | HCM

CHCM | -059 | 0,16 | -0,71 | -0.47 | 0,86 | CHCM

PLT 0,15 0,02 0,05 | -0,20 | -0,18 -0,07 PLT

TABLA 4.4.14.- Asociaciones (coeficientes de correlacion = r) entre diferentes
variables hematoldgicas (serie roja y recuento plaquetario) obtenidas en el grupo de
perros con Ehrlichiosis en el momento del diagnoéstico, en negrilla roja aquellos
coeficientes que sefialan una relacion significativa (p<0,05) entre las variables y en
color rojo aquellos coeficientes que expresan un cambio con los obtenidos en el grupo
Control, bien por perder, alcanzar o cambiar de signo la relaciéon estadisticamente
significativa.
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GR -0,10 0,35 |-0,18 0,19
HB -0,03 0,19 |-0,06 0,19
HTO -0,18 041 [-0,30 0,32
VCM -0,26 10,27 |-0,39 0,44
HCM 0,10 -0,23 10,17 -0,21
CHCM 0,20 -0,33 10,33 -0,39
PLT 0,37 0,42 0,22 0,04
Variables | PT ALB |GLOB |A/G

TABLA 4.4.15.- Asociaciones (coeficientes de correlacion = r) entre las diferentes
variables hematoldgicas (serie roja y recuento plaquetario) y las proteinas séricas
obtenidas en el grupo de perros con Ehrlichiosis en el momento del diagnoéstico, en
negrilla roja aquellos coeficientes que sefialan una relacion significativa (p<0,05)
entre las variables y en color rojo aquellos coeficientes que expresan un cambio con
los obtenidos en el grupo Control, bien por perder, alcanzar o cambiar de signo la
relacion estadisticamente significativa.

GB -0,14 -0,02 -0,15 -0,07 0,16 0,17 0,04
%Neu -0,05 -0,26 0,02 0,19 -0,22 0,28 0,12
Neu N -0,12 -0,11 -0,08 0,07 0,03 -0,01 0,02
%Eos 0,13 0,10 0,21 0,24 -0,11 -0,21 -0,03
Eos N 0,02 0,05 0,11 0,24 -0,01 -0,13 -0,03
%Mon 0,17 0,29 0,18 0,08 0,03 -0,02 0,05
Mon N 0,05 0,17 0,08 0,08 0,06 0,01 -0,02
%Linf 0,02 0,22 -0,03 0,29 0,22 0,28 -0,16
Linf N -0,09 0,14 -0,14 -0,16 0,29 0,34 -0,05

Variables GR HB HTC VCM HCM CHCM PLT

TABLA 4.4.16.- Asociaciones (coeficientes de correlacion = r) entre variables del
recuento leucocitario y otras variables hematoldgicas (serie roja y recuento
plaquetario) obtenidas en el grupo de perros con Ehrlichiosis en el momento del
diagnostico, en negrilla roja aquellos coeficientes que sefialan una relacidon
significativa (p<0,05) entre las variables y en color rojo aquellos coeficientes que
expresan un cambio con los obtenidos en el grupo Control, bien por perder, alcanzar
o cambiar de signo la relacion estadisticamente significativa.
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% B -0,03 -0,08 0,08 0,29 -0,08 -0,23 0,09
Linf B -0,01 0,07 0,10 0,29 -0,06 -0,10 0,09
% NK 0,11 -0,12 0,04 -0,17 -0,26 -0,15 0,32

Linf NK 0,11 0,07 -0,01 -0,30 -0,04 0,12 0,21

%T 0,06 0,09 -0,07 -0,31 0,06 0,22 -0,13
Linf T -0,11 0,16 0,17 -0,17 0,34 0,39 -0,09
% Th 0,25 0,10 0,30 0,19 -0,21 -0,28 -0,23

Linf Th 0,01 0,14 0,04 0,06 0,15 0,11 -0,20
% Tc -0,08 -0,07 -0,15 -0,18 0,08 0,18 -0,12
Linf Tc -0,13 0,05 -0,19 -0,18 0,26 0,33 -0,11
%Tyd -0,02 0,09 -0,07 -0,16 0,07 0,13 0,29
Linf Tyd -0,02 0,18 -0,08 -0,16 0,18 0,23 0,24
CD4/CD8 | 0,15 0,03 0,17 0,09 -0,14 -0,18 -0,01
Variables GR HB HTC VCM HCM CHCM PLT

TABLA 4.4.17.- Asociaciones (coeficientes de correlacion = r) entre diferentes
variables hematoldgicas (serie roja y recuento plaquetario) y las variables de
poblaciones y subpoblaciones linfocitarias obtenidas en el grupo de perros con
Ehrlichiosis en el momento del diagnoéstico, en negrilla roja aquellos coeficientes que
sefialan una relacion significativa (p<0,05) y en color rojo aquellos coeficientes que
expresan un cambio con los obtenidos en el grupo Control, bien por perder, alcanzar
o cambiar de signo la relacion estadisticamente significativa.

Al estudiar las posibles relaciones entre los parametros biopatologicos en el grupo de
perros con Ehrlichiosis valorados en el momento del diagndstico, lo primero que debemos
seflalar es que se comprueba un mayor numero de correlaciones estadisticamente

significativas que las obtenidas en el grupo Control.

Parte de estas correlaciones se deben a que el tamafio de la muestra del grupo de
perros con Ehrlichiosis es mayor y por tanto se requiere un menor valor del coeficiente de
correlacion para alcanzar una relacidn significativa. Algunas de estas relaciones podian

quedar sugeridas en el grupo Control si bien no podian ser admitidas como significativas.

Por otra parte, y teniendo en cuenta que en el curso de la Ehrlichiosis se producen

alteraciones en multiples parametros biopatologicos, era de esperar que en el grupo de
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perros afectados del estudio, aunque en fase subclinica, estas alteraciones estuvieran
presentes. Estas modificaciones en los distintos parametros pueden conducir a establecer
nuevas relaciones entre los mismos o pueden conducir a la pérdida de algunas relaciones

observadas en la poblacion sana del grupo Control.

Sin entrar en el estudio de los cambios que pueden presentar los distintos parametros
en el grupo de perros con Ehrlichiosis con respecto al grupo Control que sera abordado
mas tarde, y que podrian explicar algunas de las correlaciones observadas, pensamos como
sumamente interesante en un primer analisis de este apartado la constatacion de relaciones
altamente significativas entre distintas variables, ya que podria ser transformada una
variable en indicador de otra. Este hecho, en nuestra opinion, puede ser muy ttil cuando la
valoracion de una variable puede ser dificil y complicada, de tal forma que a partir de otra
variable con la que se encuentra correlacionada y facilmente evaluable podemos obtener

informacion de la primera.

En este sentido, en el grupo de perros con Ehrlichiosis, entre las asociaciones en
encontradas entre los parametros de la serie roja y el recuento plaquetario con el resto de
las variables, cabe destacar las correlaciones estadisticamente significativas en relacion
directa entre la concentracion de albumina con el hematocrito y con el recuento

plaquetario, y de este ultimo con las proteinas séricas totales.

PT PT

ALB 0,39 ALB
GLOB 0,90 0,05 GLOB

AIG -0,51 0,42 -0,79 AIG

TABLA 4.4.18.- Asociaciones (coeficientes de correlacion = r) entre las variables de
proteinas séricas obtenidas en el grupo de perros con Ehrlichiosis en el momento del
diagnostico, en negrilla roja aquellos coeficientes que sefialan una relacidon
significativa (p<0,05).
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GB -0,07 0,09 -0,05 0,05
%Neu -0,36 -0,08 -0,44 0,38
Neu N -0,29 -0,01 -0,29 0,23
9%Eo0s -0,25 0,25 0,32 0,44
Eos N -0,17 0,31 -0,26 0,40
%Mon 0,08 0,35 -0,04 0,23
Mon N 0,02 0,34 -0,08 0,24
%Linf 0,35 -0,04 0,46 -0,45
Linf N 0,24 0,04 0,31 -0,28

Variables PT ALB GLOB AlG

TABLA 4.4.19.- Asociaciones (coeficientes de correlacion = r) entre las variables de
proteinas séricas y las de la formula leucocitaria obtenidas en el grupo de perros con
Ehrlichiosis en el momento del diagnostico, en negrilla roja aquellos coeficientes que
sefialan una relacion significativa (p<0,05) y en color rojo aquellos coeficientes que
expresan un cambio con los obtenidos en el grupo Control, bien por perder, alcanzar
o cambiar de signo la relacion estadisticamente significativa.

% B -0,18 0,44 -0,43 0,64
Linf B 0,04 0,57 -0,20 0,39
% NK -0,04 0,31 -0,25 0,45

Linf NK 0,22 0,30 0,19 -0,06

%T 0,06 -0,49 0,35 -0,60
Linf T 0,26 -0,06 0,37 -0,40
% Th -0,27 0,06 -0,20 0,10

Linf Th 0,03 0,14 0,08 -0,08

% Tc 0,21 -0,22 0,34 -0,39
Linf Tc 0,32 -0,09 0,43 -0,43
%Tyd -0,04 -0,11 -0,06 0,02

Linf Tys -0,01 -0,10 -0,01 -0,01
CD4/CD8 -0,23 0,01 -0,20 0,14
Variables PT ALB GLOB AIG

TABLA 4.4.20.- Asociaciones (coeficientes de correlacion = r) entre las variables de
proteinas séricas y las de poblaciones y subpoblaciones linfocitarias obtenidas en el
grupo de perros con Ehrlichiosis en el momento del diagndstico, en negrilla roja
aquellos coeficientes que sefialan una relacion significativa (p<0,05) y en color rojo
aquellos coeficientes que expresan un cambio con los obtenidos en el grupo Control,
bien por perder, alcanzar o cambiar de signo la relacion estadisticamente
significativa.
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En cuanto a la relacion entre los parametros de las proteinas séricas y el resto de las
variables en el grupo con ehrlichiosis, nos parecen como datos mas relevantes la
constatacion de:

- que la concentracion de globulinas séricas, se encuentra correlacionada
directamente con el porcentaje y niimero de linfocitos T y el porcentaje y
numeros de linfocitos Tc.

- que igualmente el cociente Albumina/Globulina presenta una relacion
significativa con los linfocitos T y Tc, s6lo que en este caso en relacion inversa.
Y que ademas dicho cociente se encuentra correlacionado directamente, al igual

que la concentracion de albumina, con el porcentaje y niimero de linfocitos B.

GB GB

%Neu -0,09 | %Neu

Neu N 085 [0,42 NeuN

%Eo0s 0,15 0,05 0,19 %Eo0s

Eos N 0,55 0,08 0,54 0,86 EosN

%Mon 0,18 0,34 0,33 0,46 0,54 %Mon

Mon N 0,55 0,25 0,63 0,50 0,75 0,88 MonN

%Linf 0,06 |-0,97 -0,46 -0,28 -0,29 -0,50 0,41 % Linf

Linf N 0,64 |-0,75 0,15 -0,15 0,09 -0,26 0,01 0,77 Linf N

TABLA 4.4.21.- Asociaciones (coeficientes de correlacion = r) entre las variables del
recuento leucocitario obtenidas en el grupo de perros con Ehrlichiosis en el momento
del diagndstico, en negrilla roja aquellos coeficientes que sefialan una relacién
significativa (p<0,05) y en color rojo aquellos coeficientes que expresan un cambio
con los obtenidos en el grupo Control, bien por perder, alcanzar o cambiar de signo la
relacion estadisticamente significativa.

Como era de esperar, y al igual que lo que se comprob6 en el grupo Control, en los
perros con Ehrlichiosis el numero absoluto de cualquier poblacion leucocitaria se
encuentra directamente relacionado con el recuento total de globulos blancos. Sin embargo
en este grupo 2, aunque se mantienen algunas de las relaciones observadas en el grupo

control, aparecen otras nuevas y incluso otras desaparecen o cambian de signo, como
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sucede la pérdida de correlaciones entre el nimero absoluto de linfocitos y los valores,
absoluto y relativo, de monocitos, para establecerse unas nuevas relaciones directas entre el
nimero absoluto de monocitos tanto con el nimero absoluto de neutréfilos como de

eosinofilos.

% Linf %Linf
% B -0,66 % B

% NK -0,53 0,31 % NK
%T 0,64 -0,96 -0,44 %T

% Th -0,29 0,24 -0,01 -0,16 % Th

% Tc 0,63 -0,69 -0,32 0,64 -0,52 % Tc

% Tyd -0,23 0,10 0,17 -0,07 -0,12 -0,62 % Tyd

CD4/CD8 -0,56 0,45 0,19 -0,38 0,77 -0,77 0,28 CD4/CD8

TABLA 4.4.22.- Asociaciones (coeficientes de correlacion = r) entre los valores
porcentuales de las variables linfocitarias obtenidas en el grupo de perros con
Ehrlichiosis en el momento del diagnostico, en negrilla roja aquellos coeficientes que
sefialan una relacion significativa (p<0,05) y en color rojo aquellos coeficientes que
expresan un cambio con los obtenidos en el grupo Control, bien por perder, alcanzar
o cambiar de signo la relacion estadisticamente significativa.

En relacion a los recuentos porcentuales de las variables linfocitarias en el grupo de
perros con Enrlichiosis se comprueba una relacion inversa y altamente significativa entre
los valores de linfocitos B y linfocitos T, al igual que sucedia con el grupo Control.
Ademas en esta poblacion afectada se comprueba como el porcentaje de linfocitos B
igualmente estd relacionado inversamente con el porcentaje de linfocitos Tc. Del mismo
modo llama la atencidén como el porcentaje de linfocitos se encuentra relacionado con las
tres poblaciones linfocitarias, mostrando una relaciéon inversa con el porcentaje de
linfocitos B y linfocitos NK, y directa con el porcentaje de linfocitos T, y dentro de este
ultimo con los linfocitos Tc. Esta tltima relacidon explica como igualmente el porcentaje de

linfocitos se encuentra inversamente relacionado con el cociente CD4/CDS8 en los perros

con Ehrlichiosis.
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Por ultimo, en relacién con los porcentajes linfocitarios, cabe destacar como el
cociente CD4/CD8 en la poblacion afectada se encuentra clara e inversamente relacionado
con el porcentaje de linfocitos Tc como sucedia en el grupo Control, sélo que a diferencia
con éste, en los perros con Ehrlichiosis también se comprueba una relacion del cociente
CD4/CD8 directa con el porcentaje de linfocitos Th y linfocitos B e inversa con el

porcentaje de linfocitos T.

Linf Linf
Linf B 0,27 Linf B
NK 0,47 0,19 NK
Linf T 0,97 0,05 0,42 | LinfT
Linf Th 0,71 0,45 0,34 0,64 Linf Th
Linf Tc 0,82 -0,17 0,29 0,89 0,37 Linf Tc
Linf Ty8 0,20 0,13 0,25 0,19 0,02 -0,17 Linf Tyd
CD4/CD8 -0,36 0,28 -0,16 -0,43 -0,08 -0,60 0,09 CD4/CD8

TABLA 4.4.23.- Asociaciones (coeficientes de correlacion = r) entre los valores
absolutos de las variables linfocitarias obtenidas en el grupo de perros con
Ehrlichiosis en el momento del diagnostico, en negrilla roja aquellos coeficientes que
sefialan una relacion significativa (p<0,05) y en color rojo aquellos coeficientes que
expresan un cambio con los obtenidos en el grupo Control, bien por perder, alcanzar
o cambiar de signo la relacion estadisticamente significativa.

Cuando se analizan las relaciones de los recuentos linfocitarios expresados en
valores absolutos se comprueba como algunas de las relaciones estadisticamente
significativas que se observaban en la poblacion sana, han desaparecido en la poblacion
con Ehrlichiosis. En concreto algunas de las relaciones entre el numero linfocitos B
desaparecen, manteniéndose solo su relacion directa con el numero de linfocitos Th.
Igualmente las relaciones entre el nimero de linfocitos NK y el numero de linfocitos Tc y

entre el nimero de linfocitos T y el nimero de linfocitos Tyo desaparecen.

Al considerar el numero absoluto de linfocitos en lugar del porcentaje de todas las

asociaciones sefialadas entre el cociente CD4/CDS8 y los distintos tipos de linfocitos, sélo
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persisten aquellas que mostraban una relacidon inversa, es decir nimero de linfocitos,

numero de linfocitos T y numero de linfocitos Tc.

N° Linf 0,77 -0,38 -0,38 0,37 -0,15 0,38 -0,16
Ne°Linf B -0,14 0,70 -0,05 -0,64 0,26 -0,47 0,04
NCLinf NK 0,20 -0,10 0,51 0,01 -0,09 0,03 0,06
NeLinf T 0,82 -0,56 -0,41 0,55 -0,21 0,51 -0,16
NeLinf Th 0,41 -0,09 -0,32 0,14 0,51 -0,02 -0,25
NeLinf Tc 0,80 -0,62 -0,37 0,58 -0,38 0,80 -0,45
NeLinf Tyd 0,05 -0,03 0,01 0,07 -0,20 -0,44 0,90
Variables %Linf % B % NK % T % Th % Tc % Tyd

TABLA 4.4.24.- Asociaciones (coeficientes de correlacion = r) entre los valores
porcentuales y absolutos de las variables linfocitarias obtenidas en el grupo de perros
con Ehrlichiosis en el momento del diagnostico, en negrilla roja aquellos coeficientes
que sefialan una relacion significativa (p<0,05) y en color rojo aquellos coeficientes
que expresan un cambio con los obtenidos en el grupo Control, bien por perder,
alcanzar o cambiar de signo la relacion estadisticamente significativa.

Cuando se analizan las posibles asociaciones cruzando los valores absolutos y
relativos de las poblaciones y subpoblaciones linfocitarias en el grupo de perros con
Ehrlichiosis, lo primero que llama la atencion es que si existe una correlacion entre los
valores absolutos y relativos para todos y cada uno de los tipos de linfocitos, hecho que no
se producia en el grupo Control. Por otra parte en comparacion con lo observado en la
poblacion sana aparecen numerosas y nuevas asociaciones y un numero reducido dejan de

producirse.

Por otra parte en la poblacion afectada se repiten las asociaciones inversas
observadas entre los porcentajes de linfocitos T y linfocitos Tc, con los linfocitos B
anteriormente sefaladas cuando €stos eran expresados igualmente en porcentajes, sdlo que

en este caso se comprueba igualmente con valores absolutos de linfocitos T y Tec.

También destaca como el numero de linfocitos, el nimero de linfocitos T y el

numero de linfocitos Tc muestran unas relaciones inversas con los porcentajes de linfocitos
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B y linfocitos NK. Ademés como dato mas relevante de los resultados de la tabla 4.4.24
constatar como el nimero de linfocitos Tc se encuentra igualmente asociado con el resto de
los porcentajes de linfocitos, directamente con el porcentaje de linfocitos y linfocitos T e

inversamente con los porcentajes de las otras dos subpoblaciones linfocitarias Thy T yd.

GB 0,18 0,65 -0,04 0,49 -0,15 0,50
%Neu 0,63 0,07 0,50 -0,25 -0,60 -0,77
Neu N 0,46 0,62 0,20 0,32 -0,40 0,01
%Eos 0,33 0,35 0,03 -0,09 -0,25 -0,28
Eos N 0,39 0,60 0,03 0,12 -0,31 -0,07
%Mon 0,49 0,34 0,18 -0,05 -0,45 -0,35
Mon N 0,47 0,55 0,13 0,15 -0,41 -0,13

Variables %B Linf B % NK Linf NK %T Linf T

TABLA 4.4.25.- Asociaciones (coeficientes de correlacion = r) entre las variables del
recuento leucocitario (excluyendo los linfocitos) y las de poblacion linfocitaria
obtenidas en el grupo de perros con Ehrlichiosis en el momento del diagnostico, en
negrilla roja aquellos coeficientes que sefialan una relacién significativa (p<0,05) y en
color rojo aquellos coeficientes que expresan un cambio con los obtenidos en el grupo
Control, bien por perder, alcanzar o cambiar de signo la relacion estadisticamente
significativa.

GB 0,19 0,67 -0,14 0,26 -0,02 0,22 0,10
%Neu 0,19 -0,39 -0,49 -0,72 0,05 -0,21 0,40
Neu N 0,38 0,42 -0,40 -0,16 -0,06 0,05 0,40
%Eo0s 0,31 0,07 -0,48 -0,45 0,29 0,22 0,33
Eos N 0,39 0,39 -0,50 -0,33 0,20 0,25 0,38
%Mon 0,29 -0,02 -0,57 -0,47 0,25 0,13 0,47
Mon N 0,36 0,28 -0,51 -0,32 0,13 0,14 0,44

Variables | % Th | Linf Th | %Tc Linf Tc %Tyd | LinfTyd | CD4/CD8

TABLA 4.4.26.- Asociaciones (coeficientes de correlacion = r) entre las variables del
recuento leucocitario (excluyendo los linfocitos) y las de subpoblaciones linfocitarias
obtenidas en el grupo de perros con Ehrlichiosis en el momento del diagnostico, en
negrilla roja aquellos coeficientes que sefialan una relacién significativa (p<0,05) y en
color rojo aquellos coeficientes que expresan un cambio con los obtenidos en el grupo
Control, bien por perder, alcanzar o cambiar de signo la relacion estadisticamente
significativa.
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Por ultimo, al igual que con el grupo Control, nos parecié interesante comprobar la

posible existencia de asociaciones entre las poblaciones y subpoblaciones de linfocitos con

otras poblaciones leucocitarias en el grupo de perros con Ehrlichiosis.

En este andlisis comprobamos como en el grupo de perros afectados se establecen

un mayor nimero de relaciones estadisticamente significativas entre las que destacamos:

una relacion directa entre el recuento total de leucocitos y el nimero de linfocitos
B, linfocitos NK y linfocitos T, y dentro de €stos los linfocitos Th, pero no con el
numero de linfocitos Tc, ni con el nimero de linfocitos T yo.

unas asociaciones entre los valores relativos y absolutos de neutrofilos,
eosin6éfilos y monocitos en relacion directa con el cociente CD4/CDS8 y el
porcentaje y nimero de linfocitos B (salvo con el porcentaje de neutrofilos) y en
relacion inversa con el porcentaje y nimero de linfocitos Tc (salvo con el namero
de neutrofilos). Muchas de estas asociaciones no habian sido constatadas en el

grupo Control, o bien de presentarse lo hacian con otro signo.
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4.5 ESTUDIO COMPARATIVO ENTRE DATOS OBTENIDOS DE
POBLACION SANA Y DE POBLACION CANINA INFECTADA CON
Ehrlichia canis ANTES DEL TRATAMIENTO

En este apartado se analizan comparativamente los valores obtenidos en el grupo
Control para cada una de las variables frente a los valores obtenidos en el grupo de perros
con Ehrlichiosis para la misma variable en el momento del diagnostico. En aquellas
variables cuyos resultados pueden ser ajustados a una distribucién normal en ambos grupos
se ha empleado la prucba estadistica de “t de student” no pareada, mientras que cuando la
variable no seguia una distribucion Gaussiana, la comparacion se ha realizado a través del
test estadistico de Wilcoxon no pareado. El nivel de significacion se considerd para un

margen superior del 95% (p < 0,05) en ambas pruebas estadisticas.

4.5.1. HEMATOLOGIA: ERITROGRAMA E INDICES ERITROCITARIOS

De la tabla 4.5.1 a la 4.5.6, se detalla el analisis comparativo entre los valores
obtenidos en perros sanos y perros con Ehrlichiosis para las variables correspondientes a la

serie roja sanguinea:

Grupo con
Ehrlichiosis

t-student Grupo Control

Hemoglobina Media DE Media DE

g/dl

16,77 15,74

t= 2,18

TABLA 4.5.1.- Resultados del Test de t-student en la comparacion de la
concentracion de hemoglobina.
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En el presente estudio, los valores de hemoglobina entre las poblaciones de perros
sanos y de perros con Ehrlichiosis muestran diferencias estadisticamente significativas,

observandose una disminucion del valor de hemoglobina en los perros con Ehrlichiosis.

Grupo con
Ehrlichiosis

GR Media DE Media DE
10° /ul

t-student Grupo Control

6,77 0,50 6,92

t=-0,582 p= 0,5630

TABLA 4.5.2.- Resultados del Test de t -student en la comparacion del recuento de
glébulos rojos (GR).

El andlisis comparativo del recuento de globulos rojos entre las poblaciones de
perros sanos y perros con Ehrlichiosis del estudio, no muestra diferencias estadisticamente

significativas.

Grupo con

t-student Grupo Control Ehrlichiosis

U e Media DE Media DE

%

52,31 4,28 52,06

p= 09028

TABLA 4.5.3.- Resultados del Test de t-student en la comparacion del hematocrito.

No se aprecian diferencias estadisticamente significativas entre los valores del
hematocrito de perros sanos y con Ehrlichiosis, observandose un valor medio similar del

valor de hematocrito en los dos grupos.
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........

Grupo con
t-student Grupo Control Ehrlichiosis

TABLA 4.5.4.- Resultados del Test de t-student en la comparacion de la hemoglobina
corpuscular media (HCM).

El anélisis comparativo de hemoglobina corpuscular media entre perros sanos y
perros con Ehrlichiosis muestra diferencias estadisticamente significativas, observandose

una disminucion de la misma en los perros con Ehrlichiosis.

Grupo con
t-student Grupo Control Ehrlichiosis

TABLA 4.5.5.- Resultados del Test de t-student en la comparacion del volumen
corpuscular medio (VCM).

Aunque se observa un valor del volumen corpuscular medio en los perros con
Ehrlichiosis ligeramente inferior al obtenido en los perros sanos, esta diferencia no alcanza

ser estadisticamente significativa.
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_ Grupo con

TABLA 4.5.6.- Resultados del Test de Wilcoxon en la comparacion de la
concentracion hemoglobina corpuscular media (CHCM).

Del mismo modo, aunque se observan diferencias en la concentracion de
hemoglobina corpuscular media entre los grupos de perros sanos y perros con Ehrlichiosis,
comprobandose unos valores mas bajos en los perros con Ehrlichiosis, estas diferencias

solo pueden considerarse estadisticamente como “casi’ significativas.

4.5.2 PLAQUETAS

La siguiente tabla muestra el analisis comparativo del recuento plaquetario entre

perros sanos y perros con Ehrlichiosis en el momento del diagnéstico.

Grupo con
t-student Grupo Control Ehrlichiosis

394.200 259.778

TABLA 4.5.7.- Resultados del Test de t-student en la comparacion del recuento de
plaquetas.
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Entre las poblaciones de perros sanos y con Ehrlichiosis de nuestro estudio, se
aprecian diferencias estadisticamente significativas en el numero de plaquetas circulantes,
observandose una importante disminucioén del valor medio de las mismas en el grupo de

perros con Ehrlichiosis.

4.5.3 PROTEINAS SERICAS

El analisis comparativo de las proteinas séricas se muestra en las tablas 4.5.8 a
4.5.11.

Grupo con

Wilcoxon Grupo Control Ehrlichiosis

Proteinas totales Rango Rango

g/dl

15,27 26,14

TABLA 4.5.8.- Resultados del Test de Wilcoxon en la comparacion de las proteinas
séricas totales.

Se comprueba la existencia de diferencias estadisticamente significativas entre los
valores de proteinas totales en suero de perros sanos y perros con Ehrlichiosis. En esta
investigacion, los valores de proteinas totales se encuentran aumentados en los animales
con Ehrlichiosis, lo que provoca en este grupo una perdida de la distribucion normal de

esta variable con respecto al grupo control.
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Grupo con
t-student Grupo Control Ehrlichiosis

TABLA 4.5.9.- Resultados del Test t-student en la comparacion de los valores séricos
de albumina.

En el presente estudio, existe una disminucion estadisticamente significativa de los

valores de albimina sérica en los perros con Ehrlichiosis con respecto al grupo Control.

Grupo con
t-student Grupo Control Ehrlichiosis

TABLA 4.5.10.- Resultados del Test t-student en la comparacion de los valores séricos
de globulinas.

Se observan diferencias estadisticamente significativas entre los valores de
globulinas séricas de perros sanos y con Ehrlichiosis; este valor se encuentra aumentado en

los animales con Ehrlichiosis.
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Grupo con
Ehrlichiosis

Wilcoxon Grupo Control

Rango Rango

Cociente A/G

35,38 17,97

z= 4,03

TABLA 4.5.11.- Resultados del Test de Wilcoxon en la comparacion del cociente
albamina/globulina en suero.

En la presente investigacion, se aprecia una disminucion estadisticamente
significativa de los valores del cociente albimina/globulinas en perros con Ehrlichiosis, lo
que provoca en este grupo una perdida de la distribucion normal de esta variable con

respecto al grupo control.

4.5.4 RECUENTO LEUCOCITARIO Y POBLACIONES LEUCOCITARIAS

Las tablas 4.5.12 a la 4.5.21 muestran el andlisis comparativo del nimero de
leucocitos y de los valores de las poblaciones leucocitarias entre perros sanos y perros con

Ehrlichiosis. Los valores relativos estan referidos a poblacion leucocitaria.

Grupo con
Ehrlichiosis

Wilcoxon Grupo Control

R R
GB x 10%/pl alis Gl

TABLA 4.5.12.- Resultados del Test de Wilcoxon en la comparacién del recuento
leucocitario (GB).
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En el presente estudio, no se aprecian diferencias estadisticamente significativas en

el valor medio del recuento de globulos blancos entre perros sanos y perros con

Ehrlichiosis.

Grupo con
Ehrlichiosis

Wilcoxon Grupo Control

Neutrofilos % Rango Rango

TABLA 4.5.13.- Resultados del Test de Wilcoxon en la comparacion del porcentaje de
neutrofilos en sangre periférica.

- Grupo con

Rango Rango

Neutrofilos/ul

TABLA 4.5.14.- Resultados del Test de Wilcoxon en la comparacion del namero
absoluto de neutrofilos circulantes.

Se observan diferencias estadisticamente significativas en el porcentaje medio de
neutrofilos circulantes entre perros sanos y perros con Ehrlichiosis; comprobandose una
disminucion de estos valores en los animales afectados con Ehrlichiosis. Sin embargo
estas diferencias no alcanzar a ser estadisticamente significativas cuando se comparan los

valores absolutos del numero de neutrdfilos circulantes en perros sanos y en perros con
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Ehrlichiosis. No obstante estos resultados sefialan un ligero descenso en el recuento

absoluto de neutroéfilos en la poblacion afectada.

Grupo con
Ehrlichiosis

Wilcoxon Grupo Control

Eosinéfilos % Rango Rango

TABLA 4.5.15.- Resultados del Test de Wilcoxon en la comparacion del porcentaje de
eosindfilos circulantes.

_ Grupo con
m Grupo Control Ehrlichiosis

Rango

Eosinofilos /ul

TABLA 4.5.16.- Resultados del Test de Wilcoxon en la comparacion de los valores
absolutos de eosinofilos circulantes.

Entre las poblaciones caninas estudiadas, sana y con ehrlichiosis, no se aprecian
diferencias estadisticamente significativas ni en el numero relativo ni absoluto de

eosinofilos circulantes.
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Grupo con
Ehrlichiosis

Wilcoxon Grupo Control

Monocitos % R RETge

TABLA 4.5.17.- Resultados del Test de Wilcoxon en la comparacion de los valores
relativos de monocitos circulantes.

Grupo con

Wilcoxon Grupo Control Enhrlichiosis

. Rango Rango
Monocitos /pl J J

TABLA 4.5.18.- Resultados del Test de Wilcoxon en la comparacion de los valores
absolutos de monocitos circulantes.

Tanto el valor relativo como absoluto de monocitos circulantes no presenta

diferencias estadisticamente significativas entre las poblaciones caninas estudiadas.
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Grupo con
Ehrlichiosis

t-student Grupo Control

Linfocitos % I OE pilsele DE

TABLA 4.5.19.- Resultados del Test t-student en la comparacion de los valores
relativos de linfocitos circulantes.

Grupo con
EhrI|Ch|05|s

Media D] =

TABLA 4.5.20.- Resultados del Test t-student en la comparacién de los valores
absolutos de linfocitos circulantes.

En el presente estudio, se aprecia un notable incremento estadisticamente
significativo tanto en el recuento porcentual como absoluto de linfocitos circulantes en los
perros con Ehrlichiosis con respecto al grupo Control. Este aumento observado en los
valores de linfocitos no modifica la distribucion normal de esta variable, alcanzandose en
torno a un 40% de los casos del grupo de perros con Ehrlichiosis cifras indicativas de
linfocitosis. Este hecho provoca que el valor medio de linfocitos en términos absolutos y
relativos sea mas de 1,5 veces mayor en la poblacion afectada con respecto a la poblacion

sana.
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Grupo con

t-test Grupo Control Enhrlichiosis

Media D] = Media

Indice
neutrofilos/linfocitos

p < 0,0001

TABLA 4.5.21.- Resultados del Test t-student en la comparacién de los valores del
indice neutrdfilos/linfocitos.

Los menores valores en el numero de neutrofilos junto con el marcado aumento del
nimero de linfocitos observado en la poblacion afectada por Ehrlichiosis, produce unas
diferencias estadisticamente significativas entre el indice neutréfilos/linfocitos en perros
con y sin Ehrlichiosis, observdndose una marcada disminucion del mismo en los perros

afectados, superior al 50%, con respecto al grupo Control.

4.5.5 POBLACIONES LINFOCITARIAS

En la tablas 4.5.22 a 4.5.27 se analizan estadisticamente los valores de las
poblaciones linfocitarias de perros sanos y perros con Ehrlichiosis en el tiempo cero de la
investigacion. Los valores relativos estan referidos a porcentaje sobre poblacion

linfocitaria.
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Grupo con
Ehrlichiosis

Wilcoxon Grupo Control

% Linfocitos T Rango Rango

TABLA 4.5.22.- Resultados del Test de Wilcoxon en la comparacion de los valores
porcentuales de linfocitos T circulantes.

Grupo con

t-student Grupo Control Ehrlichiosis

Media DE Media DE
Linfocitos T/ pl

1815,37 3923,61 | 1861,92

TABLA 4.5.23.- Resultados del Test t-student en la comparacién de los valores
absolutos de linfocitos T circulantes.

Segun los resultados de este estudio se comprueba como el aumento observado en los
linfocitos circulantes en los perros afectados con Ehrlichiosis en principio obedece a un
aumento altamente significativo de la poblacion de linfocitos T, tanto expresada en valor

relativo como absoluto.
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Grupo con
Ehrlichiosis

Wilcoxon Grupo Control

%o Linfocitos B R RETge

TABLA 4.5.24.- Resultados del Test de Wilcoxon en la comparacion de los valores
porcentuales de linfocitos B.

Grupo con

Wilcoxon Grupo Control Enhrlichiosis

Linfocitos B / pl Rango Rango

TABLA 4.5.25.- Resultados del Test de Wilcoxon en la comparacion de los valores
absolutos de linfocitos B.

Aunque se aprecian diferencias estadisticamente significativas en el nimero relativo
de linfocitos B entre ambas poblaciones de la investigacion, cuando estos recuentos se
expresan en valores absolutos las diferencias observadas son minimas admitiendo que no

existe variacion entre las mismas.
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Grupo con
w SISyt Ehrlichiosis
Medla - Media DE

TABLA 4.5.26.- Resultados del Test t-student en la comparacién de los valores
relativos de linfocitos NK (Natural Killer).

Grupo con

Wilcoxon Grupo Control Ehrlichiosis

NK / pl Rango Rango

TABLA 4.5.27.- Resultados del Test de Wilcoxon en la comparacion de los valores
absolutos de linfocitos NK (Natural killer).

En lo que respecta a los valores de linfocitos NK sanguineos, se comprueba una
reduccion claramente significativa en su porcentaje en perros con Ehrlichiosis respecto a la
poblacion del grupo Control. Sin embargo cuando se comparan los valores absolutos de
linfocitos NK circulantes no se observan variaciones significativas entre las dos

poblaciones objeto de estudio.
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4.5.6. SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS

Las tablas 4.5.28 a 4.5.34 reflejan los andlisis comparativos de los valores de las

subpoblaciones linfocitarias entre poblacion sana y afectada de Ehrlichiosis.

Grupo con

Media DE Media DE

% Linfocitos Th

TABLA 4.5.28.- Resultados del Test t-student en la comparacion de los valores
relativos de linfocitos Th (referidos al total de linfocitos).

Grupo con

t-student Grupo Control Enhrlichiosis

Media DE Media DE
Linfocitos Th/ pl

1194,67

TABLA 4.5.29.- Resultados del Test t-student en la comparacién de los valores
absolutos de linfocitos Th circulantes.

Si bien el grupo Control presenta un porcentaje medio de linfocitos Th
significativamente mayor que el del grupo de perros con ehrlichiosis, el analisis de los
valores absolutos de linfocitos Th demuestra que es el grupo de perros con ehrlichiosis el

que muestra un numero medio superior y estadisticamente significativo de esta
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subpoblacion linfocitaria. Esta observacion se explica porque los perros afectados con
ehrlichiosis presentan un mayor nimero de linfocitos T circulantes con respecto a la

poblacion sana, como anteriormente ha sido sefialado.

Grupo con
Ehrlichiosis

Wilcoxon ' Grupo Control

| Rango Rango
% Linfocitos Tc

TABLA 4.5.30.- Resultados del Test de Wilcoxon en la comparacion de los valores
porcentuales de linfocitos Tc (referidos al total de linfocitos).

_ Grupo con
m Grupo Control w

Rango Rango

Linfocitos Tc/ pl

TABLA 4.5.31.- Resultados del Test de Wilcoxon en la comparacion de los valores
absolutos de linfocitos Tc.

En el presente estudio, se observan diferencias estadisticamente significativas tanto
en el porcentaje como en el nimero absoluto de linfocitos Tc entre los perros sanos y
perros con Ehrlichiosis, existiendo unos marcados incrementos de los mismos en animales
con Ehrlichiosis; alcanzdndose un valor de mas de 3 veces superior entre el promedio de

linfocitos Tc de los perros con Ehrlichiosis con respecto al promedio de los perros sanos.
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Estos resultados demuestran que el mayor niimero de linfocitos y linfocitos T observado en
los perros con Ehrlichiosis viene motivado especialmente por un aumento de la

subpoblacion de linfocitos Tc.

Grupo con

Wilcoxon Grupo Control Ehrlichiosis

Rango Rango

% Linfocitos Tyd

TABLA 4.5.32.- Resultados del Test de Wilcoxon en la comparacion del porcentaje de
linfocitos Tyd (referidos al total de linfocitos).

Grupo con

Wilcoxon Grupo Control Ehrlichiosis

Linfocitos Rango Rango

Tyd/ul

TABLA 4.5.33.- Resultados del Test de Wilcoxon en la comparacion del nimero de
linfocitos Tys.

No se apreciaron diferencias estadisticamente significativas ni en el porcentaje ni en

el nimero de linfocitos Tyd entre ambas poblaciones del estudio.
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Grupo con
Wilcoxon test Grupo Control  Ehrlichiosis |

Indice CD4/CD8

TABLA 4.5.34.- Resultados del Test de Wilcoxon en la comparacion del indice
linfocitario CD4/CDS8.

Dado que la magnitud en el aumento del numero de linfocitos Tc es netamente
superior a la que se produce en los linfocitos Th en la poblacion con Ehrlichiosis era lo6gico
esperar que el indice linfocitario CD4/CDS8 se encuentra claramente disminuido en la
poblacion con Ehrlichiosis con respecto al grupo Control del estudio. El descenso es tan
marcado en algunos casos con Ehrlichiosis que provoca el desajuste de esta variable a la
distribucion normal, tal y como se muestra en la poblacion sana. El promedio de este
indice en el grupo de perros afectados sufre un descenso en torno al 60% respecto al

promedio observado en el grupo Control.

En las siguientes tablas (4.5.35 - 4.5.37) se realiza un andlisis comparativo, entre
perros sanos y perros con chrlichiosis, de los valores porcentuales de linfocitos Th, Tc y
Tyd referidos a la poblacion de linfocitos T. Como era previsible el andlisis estadistico
arroja unos resultados similares a los obtenidos al comparar estas mismas variables cuando

sus porcentajes eran referidos a la poblacion linfocitaria.
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Grupo con
Ehrlichiosis

t-student Grupo Control

Linfocitos Th Media DE DE

% de LIinf T

TABLA 4.5.35. Resultados del Test t-student en la comparacion del porcentaje de
linfocitos Th referido a linfocitos T.

Grupo con

t-student Grupo Control Ehrlichiosis

Linfocitos Tc Media DE Media DE

% de LIinf T

TABLA 4.5.36.- Resultados del Test t-student en la comparacion del porcentaje de
linfocitos Tc referido a linfocitos T.

Grupo con

Wilcoxon Grupo Control Ehrlichiosis

Linfocitos Tyd RETe RETe

% de LIinf T

TABLA 4.5.37.- Resultados del Test de Wilcoxon en la comparacion del porcentaje de
linfocitos Tyd referido a linfocitos T.
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En el caso de los linfocitos Tc al ser expresados en funcion de los linfocitos T, la
distribucion de los valores en el grupo de perros con Ehrlichiosis se ajusta a una
distribucion normal, cosa que no sucedia cuando los porcentajes eran referidos respecto al
total de linfocitos. Por ello se ha podido emplear en la comparacion el test de t-student, en
lugar del test de Wilcoxon. No obstante por ambos tests se obtienen resultados similares,
ratificando un mayor promedio en el porcentaje de linfocitos Tc en la poblacion afectada

frente a la poblacion sana.
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4.6 EVOLUCION POST-TERAPEUTICA DE PARAMETROS
ESTUDIADOS EN PERROS CON EHRLICHIOSIS

A continuacion se expone un analisis evolutivo de los valores de cada una de las
variables, en cada uno de los tiempos de la investigacion, en los perros con ehrlichiosis tras
la administracion del dipropionato de imidocarb, tal y como se indica en el capitulo de

materiales y métodos.

En cada apartado en primer lugar se recogen los valores obtenidos para cada una de
las variables en cada uno de los controles programados. A continuacién se analizan la
posible existencia de cambios en los valores de las variables tras el tratamiento con
dipropionato de imidocarb. Para ello se comparan los valores obtenidos antes del
tratamiento (TO) y en los diferentes tiempos post-tratamiento: 2 semanas (T1), 1 mes (T2),
3 meses (T3) y 6 meses después del tratamiento (T4), utilizando los tests estadisticos
ANOVA vy Kruskal-Walis. Ademas, cuando los resultados de estos test reflejaron
diferencias estadisticamente significativas (o proximas a la significacién) se procedié a
comparar los resultados entre los distintos controles (tomados dos a dos) mediante el test
de t-student o el test de Wilcoxon, con el fin de precisar entre que tiempos se encontraban

estas diferencias (p<0,05).

En todos los graficos se destaca con un asterisco rojo (*) aquellos valores que
presentan diferencias significativas (al menos para una p<0,05) respecto a los valores en el

tiempo inicial (T0) del estudio, momento del diagnostico.

4.6.1 HEMATOLOGIA: ERITROGRAMA E INDICES ERITROCITARIOS

En las siguientes tablas (tablas de la 4.6.1 a la 4.6.5) se detallan los resultados
estadisticos basicos de las variables de la serie roja a lo largo de los diferentes tiempos del

estudio
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ANIMALES CON EHRLICHIOSIS TO

GR
(10%/ul)

Valor
minimo
Valor
maximo
Media 6,92

Desviacion
estandar
Error
estandar
Test distr.
Normal

4,57

8,83

0,93

0,16

P =0,74

TABLA 4.6.1.- Estadisticos basicos de las variables del eritrograma e indices

volumétricos del grupo de perros con Ehrlichiosis antes de la aplicacion del
tratamiento.

ANIMALES CON EHRLICHIOSIS T1

GR
(10%/ul)

3,95

Valor
minimo
Valor
maximo
Media 6,44
Desviacion
estandar
Error
estandar

Test distr.
Normal

8,93

1,19

0,30

P=0,75

TABLA 4.6.2.- Estadisticos basicos de las variables del eritrograma e indices

eritrocitarios del grupo de perros con Ehrlichiosis obtenidos a las dos semanas tras la
aplicacion del tratamiento.
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5,18

11,02

7,23

Desviacion
estandar

1,48

Error
estandar

0,28

Test distr.
Normal

p=0,32

TABLA 4.6.3.- Estadisticos basicos de las variables del eritrograma e indices

eritrocitarios del grupo de perros con Ehrlichiosis obtenidos en el primer mes post-

tratamiento.

ANIMALES CON EHRLICHIOSIS T3

GR
(10%/ul)

Tamano
muestral

19

Desviacion
estandar

Error
estandar

Test distr.
Normal

TABLA 4.6.4.- Estadisticos basicos de las variables del eritrograma e indices
eritrocitarios del grupo de perros con Ehrlichiosis el dia 90 del estudio.
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ANIMALES CON EHRLICHIOSIS T4

GR
(10%/l)

26

Tamano
muestral

Desviacio
n estandar
Error
estandar
Test distr.
Normal

TABLA 4.6.5.- Estadisticos basicos de las variables del eritrograma e indices
eritrocitarios del grupo de perros con Ehrlichiosis a los 6 meses post-tratamiento.

A continuacion se detallan graficamente la evolucion de las variables del eritrograma
a lo largo de los diferentes tiempos del estudio, incluyendo en el pie de grafico los

resultados de los tests estadisticos aplicados (graficos del 4.6.1 al 4.6.6).

EVOLUCION EN EL TIEMPO DEL RECUENTO DE

HEMATIES
Barras verticales expresan el intervalo de confianza Cl = 95%
8,5
80
_ 75r
=
< 70T
—
6,5
6,0
55
TO Tl T2 T3 T4
Tiempo

Grafico 4.6.1.- Evolucidn a lo largo del tiempo del recuento de hematies en perros con
Ehrlichiosis. ANOVA: F = 1,37 p=0,25. Test Kruskal-Walis: Ht = 3,44 p=0,49.
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No se aprecian diferencias significativas en el recuento de hematies en perros con

Ehrlichiosis en los distintos tiempos del estudio.

EVOLUCION EN EL TIEMPO
DE LA HEMOGLOBINA

Barras verticales indican el intervalo de confianza Cl = 95%
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Gréfico 4.6.2.- Evolucion a lo largo del tiempo del valor de hemoglobina en perros
con Ehrlichiosis. ANOVA: F = 1,75 p=0,14. Test Kruskal-Walis: Ht= 5,65 p=0,23.

Aunque el ANOVA no aprecia diferencias estadisticamente significativas en los
valores de hemoglobina a lo largo del tiempo, se observa un ligero incremento progresivo
de este parametro a partir del tiempo T1, comprobandose un valor medio de hemoglobina
mas alto en ultimo control T4 (a partir de los 4 meses de tratamiento), que difiere
estadisticamente con el valor inicial TO (Test de t student: t = 2,40; p = 0,02 y Test
Wilcoxon: z=2,08; p = 0,04).
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EVOLUCION EN EL TIEMPO DEL HTC

Barras verticales expresan el intervalo de confianza Cl = 95%

%

T0 T1 T2 T3 T4

Tiempo

Gréfico 4.6.3.- Evolucidn a lo largo del tiempo del valor del hematocrito en perros con
Ehrlichiosis. ANOVA: F = 1,51 p=0,20. Test Kruskal-Walis: Ht= 4,65 p=0,32.

Aunque los valores medios del hematocrito presentan ligeras oscilaciones, no se
observan variaciones estadisticamente significativas a lo largo del tiempo del estudio en

perros con ehrlichiosis.

EVOLUCION EN EL TIEMPO DEL VCM

Barras verticales expresan el intervalo de confianza Cl = 95%

78
77 t
76 |
75 B

74 u

73 - * * *
72t
71t
70 |
69

fl

TO T1 T2 T3 T4

Tiempo

Grafico 4.6.4.- Evolucion a lo largo del tiempo del VCM en perros con Ehrlichiosis.
ANOVA: F = 2,44 p= 0,05. Test Kruskal-Walis: Ht= 10,47 p=0,03.
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Se observa una disminucion estadisticamente significativa en los valores del
volumen corpuscular medio (VCM) a partir del tiempo T2 con respecto al valor inicial TO
(Test de t student: t=2,11; p= 0,04 y Test Wilcoxon: z = 2,10; p = 0,04), para mantenerse

practicamente constante en los tiempos T3 y T4.

EVOLUCION EN EL TIEMPO DE CMH

Barras verticales indican el intervalo de confianza Cl = 95%
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Gréfico 4.6.5.- Evolucion a lo largo del tiempo de la CMH en perros con Ehrlichiosis.
ANOVA: F = 2,16 p= 0,08. Test Kruskal-Walis: Ht= 8,01 p=0,009.

En relacién a la concentracion media de hemoglobina (CMH), con respecto al valor
inicial (TO) se produce un aumento estadisticamente casi significativo en el tiempo T1(Test
t student: t = 1,90; p = 0,06 y Test Wilcoxon: z = 2,05; p = 0,04), para mantenerse a partir
de este momento con unos valores con ligeras oscilaciones sin que se obtengan diferencias
significativas entre ellos (T1, T2, T3 y T4) y alcanzando una diferencia estadisticamente
significativa en el T4 con respecto al valor inicial TO (Test t student: t = 2,45; p= 0,02 y
Test Wilcoxon: z=2,47; p=10,01).
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EVOLUCION EN EL TIEMPO DE CMHC

Barras verticales expresan el intervalo de confianza Cl = 95%
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Gréfico 4.6.6.- Evolucion a lo largo del tiempo de la CMHC en perros con
Ehrlichiosis. ANOVA: F = 5,13 p= 0,001. Test Kruskal-Walis: Ht=19,06 p<0,001.

Los valores de la concentracion media de hemoglobina corpuscular (CMCH) sufren
una evolucion similar al pardmetro CMH, observandose un incremento estadisticamente
significativo de los valores de CMCH a partir del tiempo T1 de la investigacion con
respecto al valor inicial TO (Test t student: t =2.01; p = 0,04 y Test de Wilcoxon: z = 2,41;
p = 0,02). A partir de este momento los valores medios de CMCH permanecen
practicamente constantes y se mantienen las diferencias significativas con respecto al

tiempo TO.

4.6.2 PLAQUETAS

En el siguiente tabla se recogen los valores plaquetarios en perros con ehrlichiosis a

lo largo del tiempo.
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PLAQUETAS 10%/ pl

Valor |Valor . Desv. Error Test distr.
! L. Media , ,

min. maximo estandar |estandar Normal
Eh”%"os's 64 510| 259,78 123,88 20,65 0,22
Ehr'ﬂ"os's 135 474| 24682 89,47 21,70 0,59
Ehr'%"os's 43 571| 242,75 102,44 19.36 0.14
Ehr'%"os's 37 384| 224,84 88,15 20,22 0.24
Eh”%"os's 33 472| 227,79 109,24 20,64 0,98

TABLA 4.6.6.- Estadisticos basicos de los valores plaquetarios en el grupo de perros
con Ehrlichiosis del estudio en funcion de los periodos de control.

En el siguiente grafico se representa la evolucion de los valores plaquetarios en

perros con ehrlichiosis a lo largo del tiempo.

EVOLUCION EN EL TIEMPO DE PLAQUETAS

Barras verticales expresan el intervalo de confianza Cl = 95%
320
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Gréfico 4.6.7.- Evolucion a lo largo del tiempo del recuento de plaquetas en perros
con Ehrlichiosis. ANOVA: F = 0,50 p=0,73. Test Kruskal-Walis: Ht= 0,58 p=0,96.
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El andlisis estadistico revela que no existen diferencias significativas entre los
recuentos medios plaquetarios en los diferentes tiempos de control tras el tratamiento con

respecto al valor inicial TO, ni entre ellos.

4.6.3 PROTEINAS SERICAS

En las siguientes tablas (tablas de 1a 4.6.7 ala 4.6.11) se recogen los resultados de las
proteinas totales, albimina, globulinas e indice albimina/globulinas séricas obtenidos en
los perros con ehrlichiosis antes y después del tratamiento, en cada uno de los controles

efectuados.

ANIMALES CON EHRLICHIOSIS TO

Albdmina Globulina
(g/dl) (g/dl)

4,70 1,50 2,03

PT (g/dl)

13,00 4,07 9,70

8,08 2,75 521

Desviacion

> 1,81 0,64 1,79
estandar

0,32 0,11 0,32

p=0,05 p=0,59 p=0091

TABLA 4.6.7.- Estadisticos basicos de los valores de proteinas séricas en perros del
Grupo 2 en el tiempo previo al tratamiento (TO).
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ANIMALES CON EHRLICHIOSIS T1

Albumina Globulina
(g/dl) (g/dl)

6,80 1,85 2,44

PT (g/dl)

10,90 3,42 8,47

9,15 2,81 6,18

Desviacion
estandar
Error
estandar
Test distr.
Normal

1,25 0,43 1,64

0,32 0,11 0,42

p=0,50 p=0,80 p =0,80

TABLA 4.6.8.- Estadisticos béasicos de los valores de proteinas séricas en perros del
Grupo 2 en el tiempo T1 del estudio.

ANIMALES CON EHRLICHIOSIS T2

Albumina Globulina
(g/dl) (g/dl)

4,37 1,39 1,69

PT (g/dI)

Valor
minimo
Valor
maximo
Media 7,58 2,78 4,80

Desviacion
estandar
Error
estandar
Test distr.
Normal

11,46 3,78 7,69

2,07 0,64 1,75

0,40 0,12 0,34

p=034 p=0,54 p=0,38

TABLA 4.6.9.- Estadisticos béasicos de los valores de proteinas séricas en perros del
Grupo 2 en el tiempo T2 de la investigacion.
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PT (g/dl)

Albldmina
(g/dl)

ANIMALES CON EHRLICHIOSIS T3

Globulina
(g/dl)

4,30

1,60

2,30

7,80

3,41

5,77

6,77

2,29

4,36

Desviacion
estandar

0,87

0,49

0,98

0,20

0,11

0,22

TABLA 4.6.10.- Estadisticos basicos de los valores de proteinas séricas en perros del

p=0,65

p=0,90

Grupo 2 a los 90 dias del tratamiento (T3).

PT (g/dl)

Albumina
(g/dl)

p = 0,46

ANIMALES CON EHRLICHIOSIS T4

Globulina
(g/dl)

6,50

2,00

3,72

11,00

4,27

8,00

8,72

2,86

5,86

Desviacion
estandar

1,30

0,61

1,24

0,25

0,12

0,24

p=0,91

P=021

p=0,88

Resultados

TABLA 4.6.11.- Estadisticos basicos de los valores de proteinas séricas en perros del
Grupo 2 en el tiempo T4 del estudio.
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Los graficos 4.6.8 al 4.6.11 nos muestran la evolucion en el tiempo de las siguientes
variables: proteinas totales, albumina, globulinas e indice albimina / globulinas en suero

de perros con Ehrlichiosis antes y después del tratamiento con dipropionato de imidocarb.

EVOLUCION EN EL TIEMPO
DE PROTEINAS TOTALES

Barras verticales indican intervalo de confianza Cl = 95%
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Grafico 4.6.8.- Evolucion a lo largo del tiempo de proteinas séricas totales en perros
con Ehrlichiosis. ANOVA: F = 6,61 p<0,01. Test Kruskal-Walis: Ht = 26,76 p<0,001.

Tras producirse un incremento significativo de la concentracion media de proteinas
séricas totales en el tiempo T1 del estudio con respecto al valor inicial TO (Test t student: t
=2,07; p=0,04 y Test Wilcoxon z =2,56; p = 0,01), comienza un descenso de las mismas
claramente significativo en el tiempo T2 y T3, para volver a presentar un incremento en su
concentracion en el tiempo T4 en relacion con el control anterior T3 (Test t student: t =

5,68; p<0,001 y Test Wilcoxon: z = 4,47; p<0,001).
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EVOLUCION EN EL TIEMPO
DE LA ALBUMINA SERICA

Barras verticales indican intervalo de confianza Cl = 95%
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Grafico 4.6.9.- Evolucion a lo largo del tiempo de la albamina sérica en perros con
Ehrlichiosis. ANOVA: F = 3,04 p= 0,02. Test Kruskal-Walis: Ht= 11,58 p= 0,02.

Los resultados del estudio demuestran que el valor medio de la albimina sérica se
mantienen constantes en los diferentes tiempos de la investigacion; con excepcion del valor
obtenido en el tiempo T3 que refleja una fluctuacion estadisticamente significativa a la
baja en relacion con el momento inicial del estudio TO (Test t student: t = 2,69; p = 0,01 y

Test Wilcoxon: z=2,42; p = 0,02) y con el resto de los tiempos de control.

EVOLUCION EN EL TIEMPO
DE LAS GLOBULINAS SERICAS

Barras verticales representan el intervalo de confianza Cl = 95%
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Grafico 4.6.10.- Evolucién a lo largo del tiempo de la concentracién de globulinas

séricas en perros con Ehrlichiosis. ANOVA: F = 4,65 p= 0,002. Test Kruskal-Walis:
Ht= 18,72 p<0,001.
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La evolucion de la concentracion media de las globulinas séricas discurre en
paralelo a la observada en las proteinas séricas totales. Tras producirse un incremento casi
significativo de la concentracion media de globulinas séricas en el tiempo T1 del estudio
con respecto al valor inicial TO (Test t student: t= 1,78; p= 0,08 y Test Wilcoxon: z = 2,06;
p= 0,04), comienza un descenso de las mismas claramente significativo en el tiempo T2 y
T3, para volver a presentar un incremento en su concentracion en el tiempo T4 en relacion
con el control anterior T3 (Test t student: t = 4,38; p<0,001 y Test Wilcoxon: z = 3,64;
p<0,001).

EVOLUCION EN EL TIEMPO DEL COCIENTE ALBUMINA

/GLOBULINA
Barras verticales representan el intervalo de confianza Cl = 95%
0,9
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Gréfico 4.6.11.- Evolucién a lo largo del tiempo del cociente albumina / globulina
sérica en perros con Ehrlichiosis. ANOVA: F = 1,43 p= 0,23. Test Kruskal-Walis: Ht
=54 p=0,24.

Aunque se observan ligeras oscilaciones, relacionadas con los cambios en la
concentracion de albumina y de las globulinas séricas anteriormente sefialados, los valores
medios del cociente albimina/globulina sérica no presentan variaciones significativas en

los diferentes tiempos del estudio.
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4.6.4 RECUENTO LEUCOCITARIO E INMUNOFENOTIPO

En las tablas siguientes se recogen los resultados de distintas variables relativas a los
recuentos leucocitarios y del inmunofenotipo en los distintos tiempo de estudio del grupo
de perros con ehrlichiosis, primero expresados en valores absolutos (tablas 4.6.12- 4.6.16)

y a continuacion en valores relativos (tablas 4.6.17-4.6.21)

Valor

Valor

Media |

Desv.

Error

Test distr.

minimo

maximo

estandar

estandar

N

LEUCOCITOS /ul 7000 24200 11467,60| 3801,10 62490 p=0,01
NEUTROFILOS/ul 3276 17908 | 6270,22| 2790,38 493,27 p=0,01
EOSINOFILOS/ul 0 1624 301,50 378,61 66,93 p=0,01
MONOCITOS/ul 0 609 114,41 153,95 27,21 p=0,01
LINFOCITOS/ul 803 10620 | 4615,24| 2074,07 340,97 p=0,55
LINFOCITOS B/ul 100 1299 504,81 371,91 61,98| p<0,01
LINFOCITOS T/ul 435 9250 3923,61| 1861,92 310,32 p=0,86
LINFOCITOS NK/ul 49 478 164,25 98,33 16,39 p=0,01
LINFOCITOS Th/ul 99 2708 | 124311 606,59 101,10 p=0,73
LINFOCITOS Tc/ul 141 7034| 2153,47| 1548,13 258,02 p =0,07
LINFOCITOS Tyd/ul 0 2275 518,47 572,53 95,42 p<0,01

TABLA 4.6.12.- Estadisticos basicos de los valores absolutos de las poblaciones
leucocitarias y subpoblaciones linfocitarias en el dia previo al tratamiento (TO) de los
animales infectados por Ehrlichia canis.

Valor Valor ) Desv. Error Test distr.

minimo  MAximo e ‘ estandar | estandar N
LEUCOCITOS /ul 6200 18300 | 10864,70| 3481,90 844,50 p =0,35
NEUTROFILOS/pl 2769 11005| 5383,18| 2178,26 528,30 p=0,17
EOSINOFILOS/pl 0 1040 304,18 311,75 75,61 p<0,01
MONOCITOS/ul 0 238 59,65 83,50 20,25 p<0,01
LINFOCITOS/ul 1674 13359| 5117,71| 2951,91 715,94 p<0,01
LINFOCITOS B/ul 89 1230 475,54 376,98 91,43 p =0,01
LINFOCITOS T/ul 1169 11783 | 4232,88| 2732,16 662,65 p=0,13
LINFOCITOS NK/ul 96 1009 362,92 243,68 59,11 p =0,02
LINFOCITOS Th/ul 150 2816| 1166,97 694,28 168,39 p =0,39
LINFOCITOS Tc/ul 420 7520 2690,37| 1986,99 481,92 p=0,17
LINFOCITOS Tyd/ul 0 1457 376,09 346,89 84,13 p =0,02

TABLA 4.6.13.- Estadisticos béasicos de los valores absolutos de las poblaciones

leucocitarias y subpoblaciones linfocitarias de los perros

canis, en el primer control (T1) del estudio tras el tratamiento.
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Valor
minimo

Valor
maximo

Media

Desv.
estandar

Error
estandar

Resultados

Test distr.
N

LEUCOCITOS /ul 5800 15600 | 10734,70| 2525,20 469,30 p=042
NEUTROFILOS/ul 1859 9450 6101,50| 2153,03 406,88 p=0,14
EOSINOFILOS/pl 0 1729 329,53 468,08 88,46 p=0111
MONOCITOS/ul 0 375 67,53 103,17 19,49 p=0,08
LINFOCITOS/ul 1209 11154 | 4254,28| 2372,18 44830 p=0,24
LINFOCITOS B/ul 167 979 388,85 236,09 45431 p<0,01
LINFOCITOS T/ul 733 9012 | 3438,18| 2153,06 41436 p=0,12
LINFOCITOS NK/ul 59 1127 345,81 289,09 55,63 p<0,01
LINFOCITOS Th/ul 197 3595| 1161,88 742,67 14293 p=0,21
LINFOCITOS Tc/ul 183 5940 1902,19| 1461,28 281,221 p=0,09
LINFOCITOS Tyd/ul 0 1544 371,81 329,93 63,43 p=0,05

TABLA 4.6.14- Estadisticos béasicos de los valores absolutos de las poblaciones
leucocitarias y subpoblaciones linfocitarias en perros con Ehrlichiosis en el segundo
control post-tratamiento (T2).

Valor

Valor

Media

Desv.

Error

Test distr.

minimo

maximo

estandar

estandar

N

LEUCOCITOS /ul 3300 16900| 9968,40| 3645,90 836,40 p=0,31
NEUTROFILOS/ul 1400 12337 | 5658,53| 3194,37 732,84 p=0,64
EOSINOFILOS/pl 0 1071 264,10 293,81 67,40| p=0,04
MONOCITOS/ul 0 106 28,63 40,56 9,31 p <0,01
LINFOCITOS/ul 1513 7050| 4017,16| 1904,92 437,021 p=0,30
LINFOCITOS B/ul 152 1008 453,08 255,45 58,60 p=0,11
LINFOCITOS T/ul 979 6148| 3287,91| 1790,68 410,81| p=0,32
LINFOCITOS NK/ul 98 711 226,30 143,68 32,96| p=0,04
LINFOCITOS Th/ul 262 2301 | 1084,68 578,87 136,44 p=0,38
LINFOCITOS Tc/ul 170 4713 | 1832,25| 1354,70 310,79 p=0,04
LINFOCITOS Tyd/ul 0 1658 398,78 396,45 9341 p=0,01

TABLA 4.6.15.- Estadisticos béasicos de los valores absolutos de las poblaciones
leucocitarias y subpoblaciones linfocitarias en perros con Ehrlichiosis en el tercer
control post-tratamiento, el tiempo T3 del estudio.
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Valor
minimo

Valor
maximo

Media

Desv.
estandar

Error
estandar

Resultados

Test distr.
N

LEUCOCITOS /ul 4000 15400| 9853,60| 3215,10 607,60 p=0,71
NEUTROFILOS/ul 1170 9800 | 4813,39| 2481,35 517,40 p=0,94
EOSINOFILOS/pl 0 1133 391,87 324,27 67,61 p=0,12
MONOCITOS/ul 0 140 28,24 49,51 10,80 p<0,01
LINFOCITOS/ul 1440 9027 | 4264,25| 2135,72 403,61 p=0,08
LINFOCITOS B/ul 107 1358 329,13 249,06 48,85| p<0,01
LINFOCITOS T/ul 1027 8612 | 3672,83| 2100,85 412,01 p=0,32
LINFOCITOS NK/ul 8 2388 241,55 446,23 87,51 p<0,01
LINFOCITOS Th/ul 259 2583 | 1122,31 539,87 105,88 p=0,69
LINFOCITOS Tc/ul 210 6028 | 2155,32| 1779,99 344,69 p<0,01
LINFOCITOS Tyd/ul 0 1002 307,52 250,74 50,15 p=0,09

TABLA 4.6.16.- Estadisticos basicos de las poblaciones leucocitarias y subpoblaciones
linfocitarias expresadas en valores absolutos en perros con Ehrlichiosis a los 180 dias

post-tratamiento (T4).

Valor

minimo

Valor
maximo

Media

Desv.
estand.

Error
estand.

Test distr.

N

NEUTROFILOS % 30,00 88,00 55,22 12,47 221| p=0,82
EOSINOFILOS % 0,00 9,00 2,50 2,64 0,47| p<0,01
MONOCITOS % 0,00 4,00 0,94 1,01 0,18] p=0,01
LINFOCITOS % 11,00 68,00 39,76 13,25 2,15| p=0,59
LINFOCITOS B % 2,39 31,10 12,06 8,32 1,39| p<0,01
LINFOCITOS T % 54,20 95,10 81,83 10,26 1,71| p=0,08
LINFOCITOS NK % 0,92 9,74 3,84 2,19 0,36| p=0,12
LINFOCITOS Th % 9,06 52,10 27,05 9,51 1,58| p=0,42
LINFOCITOS Tc % 12,9 79,70 42,63 19,51 3,25 p=0,01
LINFOCITOSTyd % 0,00 42,90 11,82 11,88 1,98 p<0,01

TABLA 4.6.17.- Estadisticos basicos de las poblaciones leucocitarias expresados en
valores relativos de leucocitos y de las subpoblaciones linfocitarias expresados valores
relativos de linfocitos en el dia previo al tratamiento de los animales infectados por

Ehrlichia canis.
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Valor

minimo

Valor
maximo

Media

Desv.
estand.

Error
estand.

Resultados

Test distr.

N

NEUTROFILOS % 23,00 79,00 50,76 15,61 3,78 p=0,10
EOSINOFILOS % 0,00 13,00 3,00 3,74 091| p<0,01
MONOCITOS % 0,00 2,00 0,53 0,72 0,17 p<0,01
LINFOCITOS % 20,00 73,00 45,71 16,08 3,90 p=0,36
LINFOCITOS B % 2,03 28,80 11,38 9,24 2,241 p=0,03
LINFOCITOS T % 53,60 94,40 79,99 12,00 291 p=0,09
LINFOCITOS NK % 2,92 16,00 7,69 3,85 0,93| p=0,94
LINFOCITOS Th % 8,45 44,18 23,76 10,93 2,65| p=0,27
LINFOCITOS Tc % 16,81 74,12 49,06 17,91 4,341 p=0,60
LINFOCITOSTYd % 0,00 13,71 7,17 3,71 0,90 p=0,74

TABLA 4.6.18.- Estadisticos basicos de las poblaciones leucocitarias expresados en
valores relativos de leucocitos y de las subpoblaciones linfocitarias expresados valores
relativos de linfocitos en el tiempo T1 del estudio (dia 15 post-tratamiento) de los
perros infectados por Ehrlichia canis.

Valor
minimo

Valor
maximo

Media

Desv.
estand.

Error
estand.

Test distr.

N

NEUTROFILOS % 13,00 78,00 57,03 15,92 301 p=0,21
EOSINOFILOS % 0,00 13,00 2,86 3,70 0,70 p=0,06
MONOCITOS % 0,00 3,00 0,68 0,98 0,18 p=0,02
LINFOCITOS % 13,00 78,00 38,71 17,20 3,25 p=0,83
LINFOCITOS B % 3,38 25,20 11,47 7,14 1,37 p=0,01
LINFOCITOS T % 60,30 93,60 78,84 9,20 1,771 p=0,56
LINFOCITOS NK % 2,05 23,80 8,54 5,34 1,03| p=0,17
LINFOCITOS Th % 11,33 42,19 28,46 8,67 1,67 p=0,37
LINFOCITOS Tc % 13,93 65,19 40,66 15,55 2,99| p=0,26
LINFOCITOSTYyd % 0,00 20,82 9,61 5,82 1,12 p=0,78

TABLA 4.6.19.- Estadisticos béasicos de los valores relativos de las poblaciones
leucocitarias expresados en valores relativos de leucocitos y de las subpoblaciones
linfocitarias expresados en valores relativos de linfocitos en perros con Ehrlichiosis en
el dia 30 post-tratamiento, segundo control (T2).
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Valor

minimo

Valor
maximo

Media

Desv.
estand.

Error
estand.

Resultados

Test distr.
N

NEUTROFILOS % 20,00 79,00 54,10 17,32 397 p=0,40
EOSINOFILOS % 0,00 9,00 3,32 3,54 0,81| p=0,04
MONOCITOS % 0,00 2,00 0,47 0,70 0,16 p<0,01
LINFOCITOS % 15,00 70,00 42,10 16,26 3,73| p=0,73
LINFOCITOS B % 3,02 26,40 13,49 7,44 1,71 p=0,85
LINFOCITOS T % 64,70 93,80 78,70 9,10 2,09 p=0,64
LINFOCITOS NK % 2,38 14,50 6,41 3,41 0,78| p=0,11
LINFOCITOS Th % 13,52 39,01 26,48 8,08 1,90| p=0,54
LINFOCITOS Tc % 9,54 70,07 40,61 16,39 3,76 p=0,40
LINFOCITOSTyd % 0,00 33,83 10,71 9,12 2,15| p=0,06

TABLA 4.6.20.- Estadisticos basicos de las poblaciones leucocitarias expresados en
valores relativos de leucocitos y de las subpoblaciones linfocitarias expresados en
valores relativos de linfocitos en perros con Ehrlichiosis en el tiempo T3 del estudio
(90 dias post-tratamiento).

Valor Valor Desv. Error  Test distr.
minimo | mMAaximo estand. estand.

NEUTROFILOS % 16,00 74,00 49,09 14,71 3,07 p=0,69
EOSINOFILOS % 0,00 11,00 4,00 3,06 0,64| p=0,08
MONOCITOS % 0,00 2,00 0,39 0,58 0,12 p=0,11
LINFOCITOS % 15,00 84,00 44,11 17,67 3,34 p=0,90
LINFOCITOS B % 1,50 25,20 9,66 7,27 142 p=0,01
LINFOCITOS T % 62,10 95,40 82,25 9,34 1,83| p=0,03
LINFOCITOS NK % 0,94 35,10 5,59 6,60 1,29| p=0,09
LINFOCITOS Th % 15,21 47,84 27,80 9,35 183 p=0,22
LINFOCITOS Tc % 13,16 77,45 45,98 18,60 3,65 p=0,52
LINFOCITOSTyd % 0,00 27,19 8,70 6,51 1,28 p=0,18

TABLA 4.6.21.- Estadisticos basicos de las poblaciones leucocitarias expresados en
valores relativos de leucocitos y de las subpoblaciones linfocitarias expresados en
valores relativos de linfocitos en perros con Ehrlichiosis a los 180 dias tras iniciar el

tratamiento (T4).
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Resultados

Las dos siguientes tablas muestran, para todos los tiempos del grupo de perros con
Ehrlichiosis, los estadisticos basicos del indice neutréfilos/linfocitos y del indice

linfocitario CD4/CDS.

Indice Neutréfilos/Linfocitos

Valor Valor Desv. Error Test

min. méaximo Media estand. estandar | distr. N

Ehrlichiosis TO

Ehrlichiosis T1

Ehrlichiosis T2

Ehrlichiosis T3

Ehrlichiosis T4

TABLA 4.6.22.- Estadisticos basicos del indice Neutrofilos/Linfocitos en todos los
tiempos del estudio del Grupo 2.

Valor Valor Media DIE\VA Error Test
min. maximo estand. estandar | distr. N

Ehrlichiosis TO

Ehrlichiosis T1

Ehrlichiosis T2

Ehrlichiosis T3

Ehrlichiosis T4

TABLA 4.6.23.- Estadisticos basicos del indice linfocitario CD4/CD8 en todos los
tiempos del estudio del Grupo 2.
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Resultados

En los siguientes graficos se representan la evolucion, a lo largo de los diferentes
tiempos del estudio, de las wvariables referentes a poblaciones leucocitarias y
subpoblaciones linfocitarias, en primer lugar en valores absolutos (graficos 4.6.12 al
4.6.22), en segundo lugar en valores relativos (graficos 4.6.23 al 4.6.32) y en tercer lugar la

evolucion de los indices neutréfilos/linfocitos y CD4/CD8 (graficos 4.6.33 y 4.6.34).

Barras verticales expresan el intervalo de confianza Cl = 95%

103l

Tiempo

Gréfico 4.6.12.- Evolucién a lo largo del tiempo del recuento de leucocitos en perros
con Ehrlichiosis. ANOVA: F=1,16; p=0,33. Test Kruskal-Walis: Ht=2,54; p= 0,64.

En los valores del recuento leucocitario no se observan diferencias significativas a lo

largo de los diferentes tiempos del estudio.

- 200 -



Resultados

Barras verticales expresan el intervalo de confianza Cl = 95%

n°/ pl
¥

Tiempo

Gréfico 4.6.13.- Evolucioén a lo largo del tiempo del recuento de neutroéfilos en perros
con Ehrlichiosis. ANOVA: F= 1,30 p=0,27. Test Kruskal-Walis: Ht= 6,96 p=0,14.

En perros con ehrlichiosis, el nimero de neutréfilos circulantes no mostro
variaciones significativas a lo largo del estudio cuando se analiza globalmente, sin
embargo el valor medio de neutrofilos en el tiempo T4 difiere de forma significativa del
TO, (t student t= 2,99 p= 0,05, test de Wicoxon z= 2,32 p= 0,02), obteniéndose el valor

medio mas bajo de todos los controles efectuados.

Barras verticales expresan el intervalo de confianza Cl = 95%

Tiempo

Grafico 4.6.14- Evolucion a lo largo del tiempo del recuento de eosinofilos en perros
con ehrlichiosis. ANOVA: F = 0,35 p= 0,84. Test Kruskal-Walis: Ht= 3,08 p= 0,54.
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En los perros con ehrlichiosis, no se apreciaron diferencias en el numero de

eosinofilos circulantes en los diferentes tiempos del estudio.

Barras verticales expresan el intervalo de confianza Cl = 95%

noful

Tiempo

Grafico 4.6.15.- Evolucion a lo largo del tiempo del recuento de monocitos en perros
con Ehrlichiosis. ANOVA: F = 3,05 p=0,02. Test Kruskal-Walis: Ht= 8,25 p=0,08.

Existen diferencias estadisticamente significativas en el nimero de monocitos
circulantes antes y después del tratamiento con dipropionato de imidocarb, observandose
una disminucion progresiva de su nimero, que es significativa a partir del tiempo T3 de la
investigacion con respecto al tiempo TO (Test t student: t =2,37; p=0,02 y Test Wilcoxon
z=-2,19 p=0,02).
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Barras verticales expresan intervalo de confianza Cl = 95%

no/ul

Tiempo

Grafico 4.6.16.- Evolucion a lo largo del tiempo del recuento de linfocitos en perros
con Ehrlichiosis. ANOVA: F = 0,69 p=0,60. Test Kruskal-Walis: Ht= 2,39 p=0,66.

A lo largo del tiempo del estudio, no se aprecian diferencias estadisticamente
significativas en el recuento absoluto de linfocitos en perros con ehrlichiosis tras la

administracion del tratamiento.

Barras verticales expresan el intervalo de confianza Cl = 95%

no/ul

Tiempo

Grafico 4.6.17.- Evolucion a lo largo del tiempo del recuento de linfocitos B en perros
con Ehrlichiosis. ANOVA: F = 1,48 p=0,21. Test Kruskal-Walis: Ht= 4,93 p=0,29.
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Aunque se observa una disminuciéon en el nimero absoluto de linfocitos B en el
tiempo T4 con respecto a los valores previos al tratamiento (Test t student: t = 2,01; p =
0,04 y Test Wicoxon: z = 1,81; p = 0,07), los resultados del ANOVA vy el test de Kruskal-
Walis no detectan diferencias estadisticamente significativas entre los valores del recuento

absoluto de linfocitos B a lo largo del tiempo.

Barras verticales expresan el intervalo de confianza Cl = 95%

n°/ul

Tiempo

Grafico 4.6.18.- Evolucion a lo largo del tiempo del recuento absoluto de linfocitos T
en perros con Ehrlichiosis. ANOVA: F = 0,66 p= 0,62. Test Kruskal-Walis: Ht= 2,87
p=0,58.

El nimero de linfocitos T circulantes, en perros con ehrlichiosis, no sufre
variaciones significativas tras la administracion del dipropionato de imidocarb a lo largo de

la investigacion.
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Barras verticales expresan el intervalo de confianza Cl = 95%

N/l

Tiempo

Grafico 4.6.19.- Evolucion a lo largo del tiempo del recuento de linfocitos NK en
perros con Ehrlichiosis ANOVA: F = 2,41 p= 0,04. Test Kruskal-Walis: Ht= 23,22
p<0,001.

Existe un incremento estadisticamente significativo del numero de linfocitos NK
inmediatamente después del tratamiento con dipropionato de imidocarb (test de Wilcoxon
nimero de linfocitos NK en el tiempo TO frente al tiempo T1 z = 3,67 p< 0,001) que
decrece progresivamente y significativamente hasta alcanzar valores similares a los

iniciales a partir del tiempo T3.

Barras verticales expresan el intervalo de confianza Cl = 95%

no/ul

Tiempo

Gréfico 4.6.20.- Evolucion a lo largo del tiempo del recuento de linfocitos Th en
perros con Ehrlichiosis. ANOVA: F = 0,24 p=0,92. Test Kruskal-Walis: Ht= 1,41 p=
0,84.
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El nimero absoluto de linfocitos Th circulantes se muestran con unos valores
medios practicamente constantes en todo el tiempo del estudio, sin que se aprecien ninguna

variacion significativa en perros con ehrlichiosis tras el tratamiento.

Barras verticales expresan el intervalo de confianza Cl = 95%

N/l

Tiempo

Grafico 4.6.21.- Evolucion a lo largo del tiempo del recuento de linfocitos Tc en
perros con Ehrlichiosis. ANOVA: F = 0,84 p= 0,50. Test Kruskal-Walis: Ht= 2,37 p=
0,67.

Igualmente, los valores absolutos de linfocitos Tc en sangre de perros con

ehrlichiosis no sufren variaciones significativas a lo largo de los tiempos de estudio.

Barras verticales expresan el intervalo de confianza Cl = 95%

no/ul

Tiempo

Gréfico 4.6.22.- Evolucion a lo largo del tiempo del recuento de linfocitos Tyd en
perros con Ehrlichiosis. ANOVA: F = 1,08 p= 0,37. Test Kruskal-Walis: Ht= 0,89 p=
0,93.
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Del mismo modo que para las anteriores subpoblaciones linfocitarias, no existen
diferencias estadisticamente significativas en el nimero absoluto de linfocitos Tyd en los

diferentes tiempos de la investigacion.
La evolucion y el andlisis estadistico de los valores de las distintas variables relativas

a los recuentos leucocitarios e inmunofenotipo cuando son expresados en valores relativos

(%), arroja unos resultados similares a los obtenidos con sus valores absolutos.

Barras verticales expresan el intervalo de confianza Cl = 95%

%

Tiempo

Grafico 4.6.23.- Evolucion a lo largo del tiempo del recuento porcentual de neutréfilos
en perros con Ehrlichiosis. ANOVA: F = 1,13 p = 0,34. Test Kruskal-Walis: Ht = 4,64
p =0,33.

El recuento porcentual de neutréfilos no experimenté modificaciones significativas

a lo largo del estudio en perros con ehrlichiosis.
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Barras verticales expresan el intervalo de confianza Cl = 95 %

%

Tiempo

Grafico 4.6.24.- Evolucion a lo largo del tiempo del recuento porcentual de eosindfilos
en perros con Ehrlichiosis. ANOVA: F = 0,75 p = 0,56. Test Kruskal-Walis: Ht = 4,67
p =0,32.

El recuento porcentual de eosindfilos no muestra diferencias significativas en los

perros con ehrlichiosis a lo largo del tiempo.

Barras verticales expresan el intervalo de confianza Cl = 95%

%

Tiempo

Grafico 4.6.25.- Evolucion a lo largo del tiempo del recuento porcentual de monocitos
en perros con Ehrlichiosis. ANOVA: F = 1,74 p = 0,15. Test Kruskal-Walis: Ht = 5,61
p =0,23.
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El recuento porcentual de monocitos muestra una disminucion progresiva a lo largo
del tiempo, existiendo diferencias significativas entre el tiempo TO y el T4 de la
investigacion (Test t student: t = 2,3; p = 0,02 y Test Wicoxon: z = 1,94; p = 0,05). No
obstante, el andlisis estadistico no arroja globalmente diferencias significativas en esta

variable a lo largo del tiempo.

Barras verticales expresan el intervalo de confianza Cl = 95%

%

Tiempo

Gréfico 4.6.26.- Evolucion a lo largo del tiempo del recuento porcentual de linfocitos
en perros con Ehrlichiosis. ANOVA: F = 0,78 p = 0,54. Test Kruskal-Walis: Ht = 2,70
p = 0,61.

No se aprecian diferencias estadisticamente significativas en el recuento porcentual
de linfocitos, en perros con ehrlichiosis antes y después del tratamiento con dipropionato

de imidocarb.
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Barras verticales expresan el intervalo de confianza Cl = 95%

%

Tiempo

Grafico 4.6.27.- Evolucion a lo largo del tiempo del recuento porcentual de linfocitos
B en perros con Ehrlichiosis. ANOVA: F = 0,62 p = 0,65. Test Kruskal-Walis: Ht =
3,07 p=0,54.

El anélisis evolutivo del recuento porcentual de linfocitos B, aunque muestra un

descenso en el valor obtenido en el T4, no ofrece variaciones significativas en los animales

con ehrlichiosis de nuestro estudio.

Barras verticales expresan el intervalo de confianza Cl = 95%

%

Tiempo

Grafico 4.6.28.- Evolucion a lo largo del tiempo del recuento porcentual de linfocitos
T en perros con Ehrlichiosis. ANOVA: F = 0,72 p = 0,58. Test Kruskal-Walis: Ht =
3,38 p=0,49.

El estudio del recuento porcentual de linfocitos T circulantes, antes y después del
tratamiento con dipropionato de imidocarb, no ofrece diferencias estadisticamente

significativas.
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Barras verticales expresan el intervalo de confianza Cl = 95%

%

Tiempo

Grafico 4.6.29.- Evolucion a lo largo del tiempo del recuento porcentual de linfocitos
NK en perros con Ehrlichiosis. ANOVA: F = 4,86 p = 0,01. Test Kruskal-Walis: Ht =
29,02 p < 0,0001.

Existen diferencias estadisticamente significativas en el recuento porcentual de
linfocitos NK, en los perros con ehrlichiosis antes y después del tratamiento con
dipropionato de imidocarb. Este incremento es significativo para los tiempos T1, T2 y T3
con respecto al TO, en el tiempo 4 el incremento observado no es estadisticamente

significativo.

En los graficos del 4.6.30 al 4.6.32 se muestra la evolucion en el tiempo de los
valores de las diferentes subpoblaciones linfocitarias. Los valores relativos de estas

variables se refieren a poblacion linfocitaria.
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Barras verticales expresan el intervalo de confianza Cl = 95%

%

Tiempo

Grafico 4.6.30.- Evolucion a lo largo del tiempo del recuento porcentual de linfocitos
Th en perros con Ehrlichiosis. ANOVA: F = 0,74 p = 0,37. Test Kruskal-Walis: Ht =
2,99 p=0,56.

No existen diferencias estadisticamente significativas en el recuento porcentual de

linfocitos Th, antes y después del tratamiento con dipropionato de imidocarb.

Barras verticales expresan el intervalo de confianza Cl = 95%

%

Tiempo

Grafico 4.6.31.- Evolucion a lo largo del tiempo del recuento porcentual de linfocitos
Tc en perros con ehrlichiosis ANOVA: F = 0,85 p = 0,49. Test Kruskal-Walis: Ht =
3,46 p=0,48.
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A lo largo del tiempo estudiado no se observan variaciones estadisticamente
significativas en el valor relativo de los linfocitos Tc circulantes de animales con

ehrlichiosis.

Barras verticales expresan el intervalo de confianza Cl = 95%

%

Tiempo

Grafico 4.6.32.- Evolucion a lo largo del tiempo del recuento porcentual de linfocitos
Ty3 en perros con Ehrlichiosis. ANOVA: F = 1,08 p= 0,37. Test Kruskal-Walis: Ht =
1,75 p=0,78.

No se aprecian variaciones estadisticamente significativas en el recuento porcentual
de linfocitos Tyd en los periodos previo y posteriores al tratamiento con dipropionato de

imidocarb.
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Barras verticales indican intervalo de confianza Cl = 95%

indice

Tiempo

Grafico 4.6.33.- Evolucién a lo largo del tiempo del indice neutrdfilos/linfocitos en
perros con Ehrlichiosis. ANOVA: F = 1,75 p = 0,14. Test Kruskal-Walis: Ht = 4,10 p
=0,39.

Aunque los tests estadisticos no revelan diferencias estadisticamente significativas
en la evolucidn global del indice neutroéfilos/linfocitos tras el tratamiento con dipropionato
de imidocarb, cuando los valores medios se comparan dos a dos se observa un aumento
significativo del indice neutrofilos/linfocitos en el tiempo T2 de la investigacion, con
respecto al valor inicial TO (Test t student: t = 2,19; p = 0,003 y Test de Wilcoxon: z =
1,73; p = 0,08).

La siguiente grafica muestra la evolucion en el tiempo de los valores del indice

CD4/CD8 en perros con ehrlichiosis.
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Barras verticales expresan el intervalo de confianza Cl >= 95%

indice

Tiempo

Grafico 4.6.34.- Evolucién a lo largo del tiempo del valor del indice linfocitario
CD4/CD8 (Th/Tc) en perros con Ehrlichiosis. ANOVA: F = 0,46 p = 0,76. Test
Kruskal-Walis: Ht = 3,90 p =0,42.

En los animales con ehrlichiosis estudiados, no existen diferencias estadisticamente
significativas en el valor del indice CD4/CDS8 antes y después del tratamiento con

dipropionato de imidocarb.

4.6.5 SUBPOBLACIONES LINFOCITARIAS REFERIDAS A LA POBLACION DE
LINFOCITOS T

Las tablas 4.6.24- 4.6.26 muestran los estadisticos basicos del valor porcentual de las
subpoblaciones T-linfocitarias referido a la poblacion de linfocitos T. Se muestran los

resultados en los cinco tiempos del estudio en el grupo de perros con Ehrlichiosis.
A continuacidn, se detalla graficamente la evolucion en el tiempo de estos valores de

las subpoblaciones linfocitarias expresadas como porcentaje de linfocitos T (graficas de la

4.6.35 ala 4.6.37).
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Linfocitos Th como % de linfocitos T

Valor Valor Media DIEINVA Error Test
min. maximo estand. | estandar @ distr. N

Ehrlichiosis TO

Ehrlichiosis T1

Ehrlichiosis T2

Ehrlichiosis T3

Ehrlichiosis T4

TABLA 4.6.24.- Estadisticos basicos de la poblacién de linfocitos T auxiliares
expresados como porcentaje de células T en todos los tiempos del estudio del grupo de
perros con Ehrlichiosis.

Valor Valor edia : Error Test
min. maximo estand. | estandar | distr. N

Ehrlichiosis TO

Ehrlichiosis T1

Ehrlichiosis T2

Ehrlichiosis T3

Ehrlichiosis T4

TABLA 4.6.25.- Estadisticos basicos de la poblacion de linfocitos T citotoxicos
expresados como porcentaje de células T en todos los tiempos del estudio del grupo de
perros con Ehrlichiosis.
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Linfocitos Tys como % de linfocitos T

Valor Valor Media Desv. Error Test
min.  maximo estdnd. | estandar | distr. N

Ehrlichiosis TO

Ehrlichiosis T1

Ehrlichiosis T2

Ehrlichiosis T3

Ehrlichiosis T4

TABLA 4.6.26.- Estadisticos béasicos de las subpoblaciones de linfocitos T y8
expresados como porcentaje de células T en todos los tiempos del estudio del grupo de
perros con Ehrlichiosis.

Barras verticales expresan el intervalo de confianza Cl = 95%

%

Tiempo

Grafico 4.6.35.- Evolucion a lo largo del tiempo del recuento porcentual de linfocitos
Th referido a linfocitos T en perros con Ehrlichiosis. ANOVA: F =0,53 p =0,73. Test
Kruskal-Walis: Ht = 3,78 p = 0,44.

A lo largo del tiempo, no existen diferencias estadisticamente significativas en el

valor de los recuentos de linfocitos Th, expresado como porcentaje de linfocitos T.
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Barras verticales espresan el intervalo de confianza Cl = 95%

——

Tiempo

%

Grafico 4.6.36.- Evolucién a lo largo del tiempo del valor de linfocitos Tc expresado
como porcentaje de linfocitos T en perros con ehrlichiosis ANOVA: F =1,02 p = 0,40.
Test Kruskal-Walis: Ht = 4,74 p =0,31.

El valor de la poblacion de linfocitos Tc, expresado como porcentaje de linfocitos T,

no sufre variaciones significativas a lo largo del tiempo del estudio.

Barras verticales expresan el intervalo de confianza Cl = 95%

%

Tiempo

Gréfico 4.6.37.- Evolucion a lo largo del tiempo del valor de linfocitos Tyd expresado
como porcentaje de linfocitos T en perros con ehrlichiosis ANOVA: F =0,95 p =0,44.
Test Kruskal-Walis: Ht = 1,66 p =0,80.

Al igual que las subpoblaciones anteriores, en la evolucion de los animales con
ehrlichiosis, no se observan variaciones estadisticamente significativas en el valor del

recuento de linfocitos Tyd, expresado como porcentaje de linfocitos T.
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A continuacion, y a modo de resumen, recogemos los parametros biopatologicos en
los que hemos encontrado diferencias estadisticamente significativas entre los resultados

obtenidos en los distintos controles tras la administracion del tratamiento.

De los parametros biopatologicos investigados, debemos sefalar que durante el
seguimiento pocos son los que sufren modificaciones significativas y, cuando éstas se

producen en general son de una intensidad moderada.

En principio, era previsible que los parametros biopatoldgicos que se encontraban
alterados en los perros con Ehrlichiosis con respecto al grupo Control sufrieran las
mayores modificaciones con una tendencia a su normalidad. Sin embargo este hecho no se

comprobo en todas las variables.

Dentro de los parametros de la serie roja se comprueba un incremento significativo
post-tratamiento de la concentracion de hemoglobina que a su vez provoca ligeros
incrementos de los indices de concentracion media de hemoglobina (CMH) vy

concentracion media corpuscular de hemoglobina (CMCH).

El valor medio del recuento plaquetario no sufre variaciones significativas,
obteniéndose durante todos los controles de seguimiento unas cifras similares. No obstante,
en el estudio pormenorizado de los casos comprobamos como a los 6 meses post-
tratamiento s6lo 4 perros presentan una marcada trombocitopenia (por debajo de 100.000
plaquetas por microlito) y so6lo dos de estos perros han presentado una trombocitopenia

persistente en todos los controles efectuados.

Los parametros del proteinograma en los perros con ehrlichiosis obtenidos en el
momento del diagnodstico eran los que presentaban mayores alteraciones y diferencias
significativas con respecto al grupo Control, y por ello era previsible modificaciones en el
curso del seguimiento. Sin embargo, aunque se observan algunas modificaciones en la
evolucion de las proteinas totales y globulinas séricas al alza en el primer control post-

tratamiento y una tendencia a la baja en los siguientes controles, ni en estas variables ni en
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la concentracion de albumina ni en el cociente Albumina/Globulina se constatan cambios
definitivos a los 6 meses post-tratamiento con respecto a los valores iniciales. En el grafico
4.6.38 se representa la evolucion en el tiempo de los valores de tres variables proteicas
(proteinas totales, albumina y globulinas) en la poblacion con ehrlichiosis objeto de
estudio. No obstante estudiando pormenorizadamente los casos a los 6 meses post-
tratamiento se comprueba que si bien la disproteinemia persiste en la mayoria de ellos, no
se observa ninguna hipoalbuminemia por debajo de los 2 g/dl ni ninguna
hiperglobulinemia por encima de los 8 g/dl, permaneciendo los valores de las proteinas
totales séricas por encima de los 6 g/dl en todos los casos. Es decir los casos iniciales con
hipoproteinemia habian desaparecido si bien persisten los casos de hiperproteinemia,

aunque algunos de ellos con cifras mas moderadas.

EVOLUCION DE PT, ALB Y GLOB EN EL TIEMPO

Barras verticales expresan el intervalo de confianza Cl = 95%
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Gréfico 4.6.38.- Representacion grafica conjunta de las diferentes concentraciones de
proteinas séricas a lo largo del tiempo en el grupo de perros con Ehrlichiosis tras la
administracién del tratamiento.
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En relacion a la serie leucocitaria y las distintas poblaciones y subpoblaciones
linfocitarias, llama la atencion la practica ausencia de modificaciones en todas ellas a lo
largo de la evolucion post-tratamiento, y con excepcion del valor medio del recuento de los
linfocitos B, de los monocitos y en menor medida de los neutrofilos, los que sufren un
descenso en sus valores, el resto de los pardmetros no presentan modificaciones

significativas a los 6 meses post-tratamiento con respecto a los valores iniciales.
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5. DISCUSION

5.1 PREVALENCIA DE EHRLICHIOSIS CANINA EN LAS
POBLACIONES INCLUIDAS EN EL ESTUDIO

Hasta la fecha y a conocimiento del autor, existen pocos estudios epidemiologicos
realizados sobre ehrlichiosis en Espafia, si bien todos ellos, revelan una alta prevalencia de
la enfermedad. Un estudio del afio 2000 sitia la tasa de seroprevalencia de ehrlichiosis

canina en la provincia de Valencia en el 13,7% (Gonzalez et al, 2000).

Tal y como se refleja en el capitulo de resultados, en las protectoras incluidas en el
estudio, encontramos una seroprevalencia de ehrlichiosis canina del 69,37%. Esta
prevalencia tan elevada parece responder mdas a las peculiaridades de la poblacion
estudiada, que a la realidad de la poblacion canina en la provincia de Valencia. Otros
autores ya han sefialado que el hébitat y la aptitud influyen en el riesgo a padecer la
infeccion, habiendo observado prevalencias del 60-70% en perros de colectividades

(Tesouro et al, 2001).

En cualquier caso, la prevalencia tan alta encontrada en nuestra poblacion canina es
indicativa de la importancia en la zona y de la capacidad infectiva del agente vector,
Rhipicephalus sanguineus, asi como del riesgo real de la enfermedad en esta area
geografica y la necesidad de aplicar medidas profilacticas adecuadas que impidan la

transmision del agente infeccioso, en especial en este tipo de poblacion.

Por otra parte, el hecho de que en una zona endémica de leishmaniosis, la

seroprevalencia frente a esta enfermedad (28,12%) sea mucho menor que la encontrada
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frente a ehrlichiosis, pone aun mas de manifiesto la importancia de esta enfermedad
rickettsial en esta area geografica. Si bien la ehrlichiosis puede considerarse en lineas
generales una enfermedad menos grave, su alta prevalencia hace necesario incidir en la

toma de medidas profilacticas frente a ella.

La presencia de concurrencias de ehrlichiosis y leishmaniosis en las colectividades
de procedencia de nuestra poblacion se presenta en el 21,87%, lo que muestra que la gran
mayoria de perros seropositivos a leishmaniosis, 7 de cada 9, también son positivos a

ehrlichiosis en esta poblacion.

Las alteraciones inmunologicas presentes tanto en el curso de la ehrlichiosis como
de la leishmaniosis, pueden condicionar la presencia simultdnea de ambas enfermedades en
un mismo animal. De hecho, algunos autores afirman que la existencia de una de estas
infecciones favorece el desarrollo de la otra, asi como el desarrollo de otros procesos
infecciosos concurrentes (Abranches et al, 1991). En este sentido, aunque no se han
realizado estudios de prevalencia, en las colectividades caninas estudiadas también se ha

observado concurrencia de ehrlichiosis y hepatozoonosis canina.

5.2 POBLACION CONTROL

La poblacion control en la presente investigacion, se caracterizé por la ausencia de
anticuerpos circulantes frente a Ehrlichia canis y Leishmania infantum, asi como por
presentar un estado saludable a la exploracion fisica general. En esta poblacion se realizo
un estudio hematoldgico completo y un estudio de proteinas séricas, que complementaron
el chequeo clinico destinado a la confirmacion de encontrarnos ante una poblacion sana. Se
estudiaron también las caracteristicas inmunofenotipicas de sus poblaciones linfocitarias,

como referente comparativo para el estudio realizado sobre perros con ehrlichiosis.
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5.2.1 HEMATOLOGIA: ERITROGRAMA, INDICES ERITROCITARIOS Y
PLAQUETAS

Los valores obtenidos para nuestra poblacion control se encontraron dentro de los
rangos fisioldgicos para cada una de las variables estudiadas. Nuestra poblacion es un
reflejo a pequena escala de las caracteristicas hematologicas de perros sanos (Meinkoth,
2000) y es un buen referente para el ulterior analisis comparativo entre perros con y sin

ehrlichiosis.

5.2.2 PROTEINAS SERICAS

Los valores de proteinas séricas de nuestra poblacion control se ajustan a los rangos
fisiologicos descritos en perros (Tesouro et al, 1995). Estos datos nos permiten el posterior
estudio comparativo entre poblacion sana y con ehrlichiosis. Unicamente se encontraron 2
animales con una ligera hiperproteinemia por hiperglobulinemia y dado que se
acompafiaban igualmente de una ligera hiperalbuminemia podemos admitir que

posiblemente estos animales presentaran un cierto grado de deshidratacion.

5.2.3 RECUENTO LEUCOCITARIO Y RECUENTO DIFERENCIAL DE
LEUCOCITOS

Tal y como se describié en resultados tan solo se observd un animal con ligera
eosinofilia (1450 eosinofilos/ul) y otro con ligera linfocitosis (5180 linfocitos/ul), el resto
de los resultados del recuento leucocitario y diferencial en la poblacion control de nuestra
investigacion se encuentran dentro del rango fisiologico descrito para perros sanos
(Meinkoth, 2000), lo que es compatible con la percepcion de una poblacion clinicamente

saludable.
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5.2.4 POBLACIONES LINFOCITARIAS: INMUNOFENOTIPO

La citometria de flujo y el empleo de anticuerpos monoclonales de manera pareada
nos ha permitido caracterizar cada una de las estirpes linfocitarias en los perros objeto de

esta investigacion.

Para poder evaluar mas correctamente los resultados obtenidos en el inmunofenotipo
de los perros con ehrlichiosis, se realizo el mismo estudio en 18 animales sanos, exentos de
ehrlichiosis y leishmaniosis y que compartian las mismas condiciones de alojamiento y
manejo que los animales enfermos. Estos resultados sirven de referencia para poder
evaluar los cambios producidos en las poblaciones linfocitarias de los perros con

ehrlichiosis incluidos en este estudio.

Existen pocos estudios en los que se describa el inmunofenotipo de perros sanos.
Tras la busqueda bibliografica llevada a cabo para localizar fuentes que pudieran indicar
los valores de las distintas poblaciones linfocitarias en perro sano, se han encontrado sélo
dos estudios con este objetivo (Byrne et al, 2000; Faldyna et al, 2001). En ambas
investigaciones las diferentes poblaciones linfocitarias estudiadas eran caracterizadas por
marcacion con un Unico anticuerpo monoclonal. Existen en la bibliografia otros trabajos
que describen poblaciones linfocitarias en sangre periférica de perros sanos, si bien en
estas investigaciones estos valores eran empleados como referencia para discutir los
resultados de la propia investigacion. Las lineas de investigacion de cada uno de esos
estudios son muy diversas. Algunos trabajos comparan el inmunofenotipo de sangre
periférica de perros sanos con el de diferentes tejidos de esos mismos animales, como
liquido cefalorraquideo (Duque et al, 2002), higado (Sakai et al, 2003) o lavado bronquial
(Dirscherl et al, 1995), mientras que otros lo comparan con el inmunofenotipo de sangre
periférica en perros con diferentes patologias: pioderma del pastor aleman (Chabanne et al,
1995), leishmaniosis (Bourdoiseau et al, 1997), demodicosis (Caswell et al, 1997) o
linfoma (Winnicka et al, 2002).
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El numero de animales control empleados en estos estudios es muy variable: de 5
(Caswell et al, 1997) a 54 individuos (Faldyna et al, 2001). En nuestro trabajo hemos
caracterizado el inmunofenotipo en 18 perros sanos, siendo este ntiimero superior al

registrado en la mayoria de los estudios recopilados.

Se ha descrito que la raza y la edad influyen en la distribucién de los linfocitos
circulantes en perros (Greeley et al, 1996; Faldyna et al, 2001). En los diferentes trabajos
consultados no existe homogeneidad en cuanto a las caracteristicas etarias y raciales de los
perros incluidos en los diferentes estudios, habiendo trabajos realizados en Beagle
(Dirschell et al, 1995; Gebhard y Carter, 1992; Sakai et al, 2003; Otani et al, 2002) o en
perros de distintas razas (Rivas, 1995; Caswell, 1997; Bourdoiseau et al, 1997, Winnicka
et al, 2002; Guarga et al, 2000; Faldyna et al, 2001; Duque et al, 2002). Los perros
incluidos en nuestro estudio pertenecian a distintas razas y edades, aunque todos eran

adultos.

A la hora de comparar los resultados de las referencias consultadas y de nuestro
estudio, hay que considerar que nuestra investigacion es unica en el sentido de que estudia
una poblacion canina procedente de protectoras, poblacion que, a conocimiento del autor,

no ha sido estudiada inmunofenotipicamente con anterioridad.

Los diferentes estudios recopilados emplean, al igual que el nuestro, los siguientes
anticuerpos monoclonales para la identificacion de las diferentes estirpes linfocitarias: anti-
CD5 o anti-CD3 como marcador de células T; anti-CD8 como marcador de linfocitos Tc,
anti-CD4 como marcador de linfocitos Th; anti-CD21 como marcador de linfocitos B. En
la mayoria de estos estudios los anticuerpos monoclonales provenian, incluso, de la misma
fuente que en nuestra investigacion (Laboratorio del Dr.P.F. Moore en UC Davis,

California).
Sin embargo, en nuestra investigacion, las poblaciones linfocitarias se describen en

funcién de su marcaje simultaneo con dos de estos anticuerpos monoclonales, mientras que

en todas las investigaciones recopiladas, con la excepcion de dos de ellas, se identifican
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por marcaje con un s6lo anticuerpo monoclonal. Consideramos, al igual que otros autores
(Grindem, 1996), que es recomendable el empleo de dos o méas marcadores simultdneos

por cada poblacion linfocitaria para garantizar la pureza de las mismas.
En las tablas siguientes se detallan los valores recopilados de los distintos estudios

publicados; en la ultima linea de cada tabla se muestran los valores obtenidos en la

presente investigacion.

5.2.4.1 Poblaciones linfocitarias

LINFOCITOS T
Ac
monoclonales MEDIA |DS REFERENCIA
empleados
CD5 12 84,10 9,50 Chabanne et al, 1995
CD5 12 71,00 10,40 | Dirscherl et al, 1995
CD5 28 83,30 3,50 Byrne et al, 2000
CD5 24 61,56 3,04 Winnicka et al, 2002
CDs3 54 80.00 7,40 Faldyna et al, 2001
CD3 11 85,40 6,50 Sakai et al, 2002
CD3" CD21 30 85,10 6,80 Otani et al, 2003

TABLA 5.2.1.- Detalle de estadisticos basicos de los valores porcentuales de linfocitos

T definidos en siete referencias y en la tesis presentada, asi como la marcacion con

anticuerpos monoclonales empleada en cada estudio.

Se puede observar una similitud en los valores de linfocitos T obtenidos en los

diferentes estudios, si bien podemos apreciar un valor porcentual menor en nuestro estudio
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que en la mayoria de ellos. Tan sélo dos investigadores obtuvieron valores inferiores a los

encontrados en nuestro trabajo.

LINFOCITOS B
Ac
monoclonales N MEDIA DS REFERENCIA
empleados
CD21 12 12,20 6,00 Chabanne et al, 1995
CD21 5 28,70 Caswell et al, 1997
CD21 28 12,90 3,90 Byrne et al, 2000
CD21 54 14,40 5,90 Faldyna et al, 2001
CD21 23 18,80 9,10 Duque et al, 2002
CD21 24 5,12 0,20 Winnicka et al, 2002
CD3CD21" 11 9,30 6,10 Sakai et al, 2003
CD3CD21" 18 18,41 6,29 Tesis presentada

TABLA 5.2.2.- Detalle de los estadisticos basicos de los valores porcentuales de

linfocitos B definidos en siete referencias y en la tesis presentada, asi como la

marcacion con anticuerpos monoclonales empleada en cada estudio.

Aunque existe una cierta variabilidad en los valores obtenidos para los linfocitos B
circulantes en sangre periférica de perros sanos segin los diferente autores, podemos
considerar que nuestros resultados se ajustan a los valores referenciados en la bibliografia

consultada y sefialados en la tabla 5.2.2.
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LINFOCITOS NK
Ac
monoclonales N MEDIA DS REFERENCIA
empleados
CD3CD21 30 2,9 1,1 Otani et al, 2002
CD3CD21 11 53 1,8 Sakai et al, 2003

TABLA 5.2.3.- Detalle de los estadisticos béasicos de los valores porcentuales de

linfocitos NK definidos en dos referencias y en la tesis presentada, asi como la

marcacion con anticuerpos monoclonales empleada en cada estudio.

Los linfocitos no T no B son considerados linfocitos Natural Killer (NK)
(McDonough y Moore, 2000). Hasta el momento actual no se ha encontrado marcador para
los linfocitos NK caninos. En el hombre se ha identificado el CD56 (Sakai et al, 2003,
Otani et al, 2002) como marcador para estas células; sin embargo el empleo de este
marcador en perros s6lo ha demostrado su expresion en linfocitos T CD3" (Otani et al,
2002). En nuestro estudio, tal y como han sugerido otros autores (Sakai et al, 2003),
equiparamos la poblacion de linfocitos CD3°CD21°, no T no B, a la poblacion de linfocitos

Natural Killer.

Los valores obtenidos para esta poblacion en nuestra investigacion son superiores a
los observados por otros autores. Los escasos estudios al respecto y la variacion existente
entre ellos, impiden precisar si estos resultados son debidos a las caracteristicas peculiares
de nuestra poblacion y/o a la heterogeneidad de las poblaciones de los diferentes estudios

publicados hasta la fecha.
Concluimos que, en la poblaciéon canina sana objeto de nuestro estudio, la

disminucioén en el valor relativo de los linfocitos T se ve compensada por una elevacion en

el porcentaje de los linfocitos NK. En los anteriores estudios referenciados no se expresan
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los valores en términos absolutos por lo que no podemos comparar lo que ocurre en nuestra
poblacion en nimeros absolutos en relacion con el resto de poblaciones estudiadas. Sin
embargo, el porcentaje de linfocitos en nuestra poblacién canina se encuentra dentro de
valores fisioldgicos, por lo que podemos deducir que efectivamente existe un aumento en
el nimero de linfocitos NK circulantes que compensa la disminucion en términos absolutos
de linfocitos T, aunque no podemos precisar la significacion del aumento de los linfocitos

NK en esta poblacion.

5.2.4.2. Subpoblaciones linfocitarias

A continuacidon pasamos a comparar en las tablas 4 y 5 los valores relativos de las

subpoblaciones de linfocitos T observadas por otros autores y en nuestro estudio.

LINFOCITOS Th
Ac monoclonales
empleados N MEDIA DS REFERENCIA
CD4 12 47,50 8,80 Chabanne et al, 1995
CD4 12 40,00 7,50 Dirscherl et al, 1995
CD4 5 35,00 Caswell et al, 1997
CD4 28 45,00 8,30 Byrne et al, 2000
CD4/TCRap 9 39,70 4,26 Guarga et al, 2000
CD4 54 43,20 6,90 Faldyna et al, 2001
CD4 23 40,10 11,40 Duque et al, 2002
CD4 24 40,77 2,040 Winnicka et al, 2002
CD4" CDS§ 11 42,30 5,90 Sakai et al, 2003

TABLA 5.2.4 .- Estadisticos basicos de los valores de linfocitos Th definidos en nueve

referencias y en la tesis presentada, asi como la marcacién con anticuerpos

monoclonales empleada en cada estudio.
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Podemos observar una cierta homogeneidad entre los porcentajes de linfocitos Th
obtenidos en los diferentes estudios referenciados, si bien los valores obtenidos en la tesis

presentada son inferiores a los de otros estudios.

LINFOCITOS Tc
Ac
monoclonales N MEDIA DS REFERENCIA
empleados
CD8 12 19,30 4,00 Chabanne et al, 1995
CD8 12 19,00 3,60 Dirscherl et al, 1995
CD8 5 14,60 Caswell et al, 1997
CD8 28 28,80 5,60 Byrne et al, 2000
CD8/TCRap 9 13,40 3,42 Guarga et al, 2000
CD8 54 19,10 5,70 Faldyna et al, 2001
CD8 23 19,50 7,90 Dugque et al, 2002
CD8 24 26,44 1,72 Winnicka et al, 2002
CD4CDS8" 11 26,30 3,60 Sakai et al, 2003

TABLA 5.2.5.- Estadisticos basicos de los valores relativos de linfocitos Tc definidos

en nueve referencias y en la tesis presentada, asi como la marcacion con anticuerpos

monoclonales empleada en cada estudio.

En cuanto al valor porcentual de los linfocitos Tc en sangre periférica de perros
sanos observamos una cierta variabilidad en los datos referidos por distintos autores, con
un rango de las medias de 13,4 (Guarga et al, 2000) a 28,8 (Byrne et al, 2000). Nuestros
valores se encuentran dentro del rango descrito y comprobamos como el valor medio de los
linfocitos Tc obtenidos en los dos tnicos estudios en los que se emplea la asociacion de
dos anticuerpos monoclonales anti-CD4 y anti-CDS8 (Sakai et al, 2003; Tesis presentada)

son muy proximos (26,30 y 24,59, respectivamente).
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En relacion con la tercera subpoblacion linfocitaria, hay que destacar la escasez de
estudios que evalten la subpoblacion de linfocitos Tyd en perros. En humanos las células
Tyo representan solo del 0,5 al 15% de los linfocitos T circulantes (Roitt, 1998a; Caldwell
et al, 1995), mientras que en rumiantes representan del 30 al 80% (Roitt, 1998a). Un unico
estudio publicado refiere, en una poblacion de 12 perros, un valor medio de 2,1£1,5% de la
poblacion linfocitaria (Faldyna et al, 2001), mientras que otras fuentes (Sonea et al, 2000)
citan estudios no publicados que estiman unos valores circulantes de linfocitos Tyo en
perros sanos del 1 al 4% de los leucocitos totales (trabajos no publicados de Sonea y

Moore, citados por Sonea et al, 2000).

En nuestra investigacion, el valor porcentual medio para los linfocitos Tyd, referido a
poblacion linfocitaria, es del 14,39%, referido a la poblacion de linfocitos T es del 19,61%
y referido a la poblacion de leucocitos es del 3,63%. Nuestras observaciones en perros
sanos son similares a las de Sonea et al, si bien los porcentajes son muy superiores a los de

Faldyna et al.

En cuanto a los valores obtenidos en otras especies como humanos y rumiantes,
observamos que, segun nuestro estudio, el nimero de linfocitos Tyd se encuentra entre los
de ambas especies. Aunque los valores de nuestra poblacion sana son un paso previo
imprescindible para el estudio de la influencia de la ehrlichiosis sobre el perfil
inmunofenotipico de los animales afectados, seria interesante realizar mas estudios que

determinen las distintas poblaciones leucocitarias en animales sanos.
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INDICE LINFOCITARIO CD4/CD8

CD4/CD8 N MEDIA DS REFERENCIA
CD4/CD8 12 2,60 0,80 Chabanne et al, 1995
CD4/CD8 12 2,20 0,30 Dirscherl et al, 1995
CD4/CD8 15 1,70 Rivas, 1995
CD4/CD8 5 2,80 Caswell et al, 1997
CD4/CD8 28 1,87 Byrne et al, 2000
CD4/CD8 9 3,13 0,830  [Guarga et al, 2000
CD4/CD8 54 2,50 0,90 Faldyna et al, 2001
CD4/CD8 29 2,14 Gebhart y Carter,1992
CD4/CD8 11 1,64 0,36 Sakai et al, 2003

TABLA 5.2.6.- Estadisticos basicos de los valores del indice linfocitario CD4/CD8

definidos en nueve referencias y en la tesis presentada.

Los valores obtenidos en nuestro estudio para el indice linfocitario CD4/CD8 son los
mas bajos de todos los encontrados en la bibliografia consultada; este hecho puede
explicarse por el valor comparativamente inferior de linfocitos Th (linfocitos CD3" CD4")

encontrado en nuestro estudio en comparacion con el resto de referencias.

Las diferencias observadas en el fenotipo de nuestros perros sanos, en comparacion
con otras poblaciones caninas, pueden ser debidas a lo novedoso de nuestra investigacion
al trabajar con un tipo de colectividad canina no estudiada en este aspecto hasta la fecha.
Las condiciones de vida de nuestra poblacion estdn sujetas a condiciones de estrés,
hacinamiento y competitividad no existentes en otros colectivos. Del mismo modo que, en
otros estudios se han encontrado diferencias etarias y raciales (Greeley et al, 1996; Byrne
et al, 2000), las condiciones de vida de los animales podrian condicionar el perfil

inmunofenotipico (inmunoldgico).
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En este sentido, diversos autores han observado la inversion del indice CD4/CDS8 en

perros que habitaban en las proximidades de vertederos (Backer et al, 1993).

Resumiendo, en nuestra poblaciéon control de perros sanos encontramos un valor
inferior en el porcentaje de linfocitos T comparado con los valores obtenidos por otros
investigadores. La reduccion en el porcentaje de esta poblacion linfocitaria se produce por
una disminucion de los valores de linfocitos Th en la poblacidn estudiada, lo que conlleva
a la disminucioén del indice linfocitario CD4/CD8. Si bien el indice CD4/CD8 se encuentra
en valor inferior en la poblacion de nuestro estudio, no existe una inversion del mismo, ya
que el valor porcentual de linfocitos Th sigue encontrandose por encima del de linfocitos
Tc, por lo que la posibilidad de que exista una disfuncién inmunoldgica en esta poblacion

es baja.

Por otra parte, hemos observado como los valores de las poblaciones linfocitarias de
perros sanos son muy variables, dependiendo del estudio consultado. Ante este hecho y la
ausencia de la estandarizacion del inmunofenotipo en animales sanos, coincidimos con lo
ya apuntado por otros autores (Faldyna et al, 2001) en la necesidad del estudio
inmunofenotipico de un grupo control lo mas semejante posible a la poblacioén objeto de

estudio, previamente a cualquier investigacion.

5.3 POBLACION CON EHRLICHIOSIS

En nuestro estudio, la poblacion canina con ehrlichiosis se caracterizd por la
presencia de un titulo de anticuerpos frente a E. canis por encima de 1/80 y por la ausencia

de sintomatologia detectable a la exploracion.

Se sabe que un titulo elevado de anticuerpos aparece durante la enfermedad, pero que
también permanece durante tiempo prolongado tras el tratamiento (Perille y Matus, 1991;
Bartsch y Greene, 1996; Harrus et al, 1996a; Frank y Breitschwerdt, 1999; Sainz et al,

2000a). En nuestra investigacion, todos los animales llevaban mas de nueve meses en la
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protectora y no habian sido tratados previamente con farmacos frente a ehrlichiosis, por lo
que podemos afirmar que los perros objeto de este estudio se encontraban muy

probablemente en la fase subclinica de la enfermedad.

5.3.1 HEMATOLOGIA: ERITROGRAMA E INDICES ERITROCITARIOS

No existe variacion en el nimero de globulos rojos ni en el hematocrito en los perros
con ehrlichiosis ni respecto a valores fisiologicos (Meinkoth, 2000), ni respecto a los
valores encontrados en la poblacion control. Aunque se pueda apreciar un descenso en los
valores medios de la concentracion de hemoglobina y de los indices eritrocitarios (HCM,
VCM y CHCM) en los animales con ehrlichiosis respecto a la poblacion control, estos
valores se encuentran dentro de los valores considerados como normales para la poblacion
canina. Concluimos que en los perros con ehrlichiosis estudiados, las variables de la serie
roja estudiadas se encuentran dentro del rango de la normalidad, atin admitiendo que en un
solo animal se podria considerar la existencia de una ligera anemia (4,57 x10° GR/pl,

HB<12, Htc=35).

Se ha descrito la existencia frecuente de anemia en animales con ehrlichiosis
sintomaticos (Troy et al, 1980; Kuehn y Gaunt, 1985; Waddle y Littman, 1988). Otros
autores que han incluido en su estudio animales sintomaticos y asintomaticos reflejan una
incidencia de anemia ligeramente inferior (Sainz, 1996). En nuestro trabajo, caracterizado
por la inclusion de perros con ehrlichiosis subclinica se comprueba la ausencia de anemia
en estos animales, hecho que corrobora los hallazgos de otros autores en ehrlichiosis

canina subclinica (Codner y Farris-Smith, 1986).
Por otra parte, en tres animales se observaron valores mayores de lo normal en los

tres parametros indicadores de la serie roja, lo que puede estar directamente relacionado

con el estado de excitacion de los animales en el momento de la extraccion.
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5.3.2 PLAQUETAS

La alteracion hematologica mas frecuentemente descrita en la ehrlichiosis canina es
la trombocitopenia, habiendo sido muy empleada su presencia como dato previo para la
sospecha de ehrlichiosis en perros (Woody y Hoskins, 1991). Esto, si cabe, ha hecho que
su presentaciéon haya sido sobreestimada, existiendo estudios en los que se describe
trombocitopenia en el 100% de los animales estudiados (Troy et al, 1980). Otros estudios
sugieren incidencias del 80% de los casos (Waddle y Littman, 1988; Sainz y Tesouro,
2001). En nuestro estudio hemos observado la existencia de trombocitopenia en torno a un
35% de los animales estudiados, porcentaje muy inferior a lo resefiado en estudios

anteriores.

Concluimos que, admitiendo que la trombocitopenia es la alteracion hematologica
aparecida mas frecuentemente en perros con ehrlichiosis, en la fase subclinica de la
enfermedad su presentacion disminuye considerablemente, si bien sigue siendo €ésta una de
las pocas alteraciones que se pueden encontrar en animales con ehrlichiosis en fase
subclinica y de hecho podemos comprobar como el valor medio del recuento de
trombocitos en grupo el grupo control es un 50% mayor que en el grupo de perros con

ehrlichiosis.

Por otro lado sefialamos la ausencia de sintomatologia hemorragica en presencia de
trombocitopenia, hecho que ya ha sido observado por otros autores y que, unido a la
presencia de hemorragia en ausencia de trombocitopenia, sugiere que las principales
responsables de esta sintomatologia son alteraciones en la funcionalidad plaquetaria

(Kuehn y Gaunt, 1985; Woody y Hoskins, 1991; Sainz y Tesouro, 2001).

La tnica correlacién encontrada entre los valores plaquetarios y las distintas
poblaciones y subpoblaciones leucocitarias en animales con ehrlichiosis subclinica ha sido
una relacion inversa con el porcentaje de células NK, relacion no existente en el grupo
Control. Sin embargo, ello no nos permite definir la trombocitopenia como indicador de

alteraciones inmunologicas en el curso de la ehrlichiosis.
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5.3.3 PROTEINAS SERICAS

La hiperproteinemia es un hallazgo destacado en casos de ehrlichiosis canina,
habiéndose descrito su presencia en todas las fases de la enfermedad (Burghen et al, 1971,
Bubhles et al, 1974; Weisiger et al, 1975; Troy et al, 1980; Kuehn y Gaunt, 1985; Codner y
Farris-Smith, 1986; Davoust et al, 1991a; Davoust et al, 1991b; Weiser et al, 1991). En
nuestro estudio hemos observado hiperproteinemia acompafiada de hiperglobulinemia en
torno a un 40% de los casos estudiados, porcentaje muy similar al observado en otros
estudios que describen frecuencias del 30-40% de los casos (Troy et al, 1980; Kuehn y
Gaunt, 1985; Waddle y Littman, 1988). Nuestros resultados confirman que, en la fase
subclinica, es frecuente la aparicion de hiperproteinemia por hiperglobulinemia (Ghorbel et
al, 1993b, Sainz y Tesouro, 2001). Algo similar ocurre en fases cronicas en las que se ha
llegado a observar presencia de hiperglobulinemia en el 100% de los perros infectados

(Weiser et al, 1991) debido a la cronicidad de la infeccion.

La causa de la hiperglobulinemia puede ser la existencia de una respuesta
inmunitaria humoral exacerbada e inefectiva (Woody y Hoskins, 1991). En relacion a esta
cita, resulta curioso que no se observen correlaciones directas entre los valores de
linfocitos B y la concentracion de globulinas séricas y sin embargo, si aparezca una
relacion directa entre éstos y la concentracion de albumina sérica. Ademas, las globulinas
séricas en los animales con ehrlichiosis presentan una significativa correlacion directa con
los valores tanto absolutos como relativos de linfocitos T y Tc. De esta manera el indice
Albumina/Globulinas se encuentra, de manera paraddjica, en relacion indirecta con los
valores de linfocitos T y Tc y directa con los valores de linfocitos B. Estas correlaciones no
son observables en los perros pertenecientes al grupo Control. Desconocemos la
significacion exacta de estos hallazgos, pero consideramos que pueda ser indicativo de la
alteracion de los mecanismos inmunitarios en el curso de la ehrlichiosis canina, ain a pesar
de que la presencia de estas observaciones pueda ser simplemente atribuida al propio curso

de la enfermedad, es decir que s6lo presenten un relacion temporal.
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S6lo en tres casos hemos observado hipoproteinemia, asociandose a
hipoalbuminemia. Este hecho concuerda con los resultados de otros autores que describen
su aparicion de manera esporadica en la fase subclinica de la enfermedad (Kuehn y Gaunt,

1985; Sainz, 1996).

La hipoalbuminemia ha sido descrita en fases agudas y cronicas de la infeccion,
habiéndose sugerido su desaparicion en la fase subclinica (Davoust et al, 1991b). Sin
embargo, en nuestro estudio, con poblacion incluida en esta fase, hemos observado una
prevalencia en torno al 40%. Esta prevalencia ya ha sido registrada por otros autores
(Khuen y Gaunt, 1985; Waddle y Littman, 1988) que incluian animales en distintas fases
de la infeccion. En los animales del grupo control no se ha observado la existencia de
hipoalbuminemia, por lo que este proceso no es una caracteristica del colectivo de
procedencia, sino que es una alteracion probablemente condicionada por la infecciéon. En
nuestro trabajo, por tanto, constatamos que la hipoalbuminemia es una alteracion frecuente
en la fase subclinica de la infeccion y que puede ser un indicador de la presencia de
patologias renales subclinicas por depdsito de inmunocomplejos (Breitschwerdt et al,

1987, Breitschwerdt, 2002).

Por ultimo, los resultados sefialados respecto a los valores de globulinas y albimina
hacen que en torno a un 75% de los animales presenten una alteracion del cociente
Albumina/Globulinas. Haciendo que la disprotinemia sea la alteracion biopatologica mas

frecuentemente observada en esta fase de la enfermedad y en este estudio.

5.3.4. RECUENTO DE LEUCOCITOS

En nuestro estudio no se observaron diferencias significativas en el niimero de
leucocitos en sangre periférica entre las poblaciones de perros sanos y de perros con

ehrlichiosis incluidas en la investigacion.
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El numero de leucocitos circulantes es considerado uno de los pardmetros mas
variables en el curso de la ehrlichiosis canina (Hibler et al, 1986; Woody y Hoskins, 1991).
Asi, se ha descrito leucopenia moderada en los estados iniciales de la infeccion (Buhles et
al, 1974; Reardon y Pierce, 1981) y mas grave en la fase cronica de la enfermedad (Taylor
et al, 1941; Woldehiwet y Scott, 1982a; Woldehiwet y Scott, 1982b; Whist et al, 2002).
También se puede presentar leucocitosis posteriormente a la leucopenia de fase aguda

(Kuehn y Gaunt, 1985; Hibler et al, 1986; Waddle y Littman, 1988).

En nuestro estudio, la mayoria de los animales con ehrlichiosis presentaban un
recuento leucocitario dentro del rango fisioldgico (sélo en 3 perros se detectd leucocitosis
ligera), lo que coincide con los hallazgos de otros autores (Sainz et al, 2000c). La
normalidad del recuento leucocitario en la poblacion de nuestro estudio puede estar
relacionada con la afirmacion de que esta poblacion se encuentra en la fase subclinica de la

enfermedad.

5.3.5. RECUENTO DIFERENCIAL DE POBLACIONES LEUCOCITARIAS

En el curso de la ehrlichiosis canina se ha referido fundamentalmente la existencia de
leucopenia con neutropenia y linfopenia. Estas citopenias se han descrito en el curso de la
infeccion experimental en los primeros dias de la infeccion, produciéndose a continuacion
la recuperacion de los valores normales (Woldehiwet, 1991) o incluso una posterior
linfocitosis con presencia de linfocitos granulares grandes (Lillichodk et al, 1998) hacia el
dia 13-16 post-infeccion. Unos autores describen una mayor frecuencia de presentacion de
linfopenia absoluta que de linfocitosis absoluta en perros con ehrlichiosis (Kuehn y Gaunt,
1985; Waddle y Littman, 1988), mientras que otros observan lo contrario (Sainz, 1996). Se
considera que la linfopenia es mas caracteristica de las fases cronicas y mas graves de la
enfermedad y que es producida por una hipoplasia medular (Hibler et al, 1986). La
discrepancia existente entre las diferentes observaciones puede ser debido al estudio de

individuos en distintas fases de la enfermedad.
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En la presente investigacion existieron diferencias significativas en el recuento
porcentual de neutréfilos entre ambas poblaciones del estudio, produciéndose una
disminucién muy significativa en los valores relativos de neutrofilos, que no en los

absolutos, en la poblacion canina con ehrlichiosis.

El analisis estadistico de los valores de los linfocitos indica diferencias muy
significativas entre las dos poblaciones estudiadas. La poblacion linfocitaria sufre un
importante incremento en la poblacion con ehrlichiosis canina en comparaciéon con los
animales control y este incremento se manifiesta tanto en el recuento relativo como

absoluto, tal y como sefialan otros autores (Sainz et al, 2000c¢).

El incremento del recuento porcentual de linfocitos y la disminuciéon del de
neutrofilos hacen que en muchos de los perros con ehrlichiosis se encuentren formulas
invertidas, llegdndose a observar recuentos linfocitarios de hasta el 68% del total de
globulos blancos. La inversion de la férmula leucocitaria en ausencia de una neutropenia
absoluta ya ha sido descrita por otros autores en el curso de la ehrlichiosis canina (Sainz,

1996).

Como ya hemos comentado anteriormente, en la bibliografia se describe tanto la
presencia de linfopenia y neutropenia como de linfocitosis y recuentos normales de
neutrofilos. Teniendo en cuenta las diferentes fases de la enfermedad, podemos decir que
nuestros resultados describen el perfil leucocitario en perros con ehrlichiosis en la fase
subclinica de la enfermedad. Asi pues, la fase subclinica de la ehrlichiosis canina se podria
caracterizar por la existencia de linfocitosis, neutropenia relativa y por la disminucién del
indice neutrofilos/linfocitos. El hecho de encontrar otros estudios en los que la principal
caracteristica de la enfermedad es la presencia de linfopenia nos conduce a pensar que
muchos de los casos incluidos en dichos estudios se encuentran en las fases aguda y

cronica de la enfermedad.
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GRAFICO. 5.3.5.1 - En estas graficas se observa como tanto el recuento de neutroéfilos en valores

absolutos como relativos se desplaza hacia la izquierda, es decir, sufre una disminucién en sus valores
en los perros con ehrlichiosis al compararlo con los valores en animales sanos. De la misma manera, los
valores linfocitarios se desplazan hacia la derecha, es decir, incrementan su valor. Esto supone un

solapamiento de ambos valores y una tendencia a la inversién de la formula leucocitaria.

En la leishmaniosis canina, enfermedad producida por un protozoo intracelular, se
estima una mayor resistencia a la infeccion en presencia de una respuesta inmunoldgica de
tipo celular, apareciendo la enfermedad en caso de que esta respuesta no se genere
(Carvalho et al, 1985). En leishmaniosis se ha observado la existencia de linfopenia en el
curso de la enfermedad sintomadtica, siendo esta linfopenia mas acusada cuanto peor sea la
condicion fisica del individuo (Keenan et al, 1984; Martinez-Moreno et al, 1995). Por ¢l
contrario, la existencia de linfocitosis se ha descrito en animales asintomaticos
(Bourdoiseau et al, 1997) y durante el tratamiento de la enfermedad (Caldwell et al, 1995).

El hecho de que en nuestro estudio con animales asintomdticos con ehrlichiosis destaque la
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existencia de linfocitosis podria sugerir la existencia de un cierto paralelismo en cuanto a la

poblacion linfocitaria presente en ehrlichiosis y leishmaniosis.

Los valores de monocitos se mantienen estables entre las dos poblaciones objeto de
estudio. Su analisis estadistico no muestra diferencias significativas entre animales sanos y
con ehrlichiosis, al contrario de lo mostrado en algunos estudios en los que se describia la
existencia de monocitopenias (Kuehn y Gaunt, 1985; Sainz et al, 2000c) y otros en los que
se detalla la existencia de monocitosis absolutas (Troy et al, 1980; Waddle y Littman,

1988).

Mientras que la mayoria de los autores coincide en la existencia de eosinopenia en
el curso de la ehrlichiosis canina (Waddle y Littman, 1988; Woody y Hoskins, 1991;
Sainz, 1996), en nuestro estudio no se aprecian diferencias significativas en los valores de
eosinofilos entre perros con y sin ehrlichiosis, aunque los valores se encuentran

ligeramente disminuidos en la poblacion infectada.

La presencia de recuentos normales de monocitos y eosindfilos en perros con
ehrlichiosis en nuestro estudio puede ser debido a lo ya comentado para las otras
poblaciones leucocitarias, es decir, al hecho de encontrarnos ante una poblacion con
ehrlichiosis en fase subclinica. En esta fase podrian recuperarse los valores fisiologicos de
los recuentos sanguineos, que se encuentran disminuidos tanto en la fase aguda como en la

cronica.

Otra posible explicacion puede ser que, como es bien sabido, en condiciones
normales, las poblaciones de monocitos y eosindfilos presentan valores bajos y, puesto que
el recuento se realiza sobre 100 leucocitos, puede ser complicado precisar la existencia de
citopenias en estas poblaciones. Tal vez estas observaciones deberian ser valoradas

incrementando el nimero de leucocitos sobre los que se realiza la observacion.
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5.3.6. POBLACIONES LINFOCITARIAS: INMUNOFENOTIPO

5.3.6.1. Poblaciones linfocitarias

En nuestro estudio se observa un incremento de los valores relativos de linfocitos T
en los perros con ehrlichiosis que, acompanado de la linfocitosis presente, hace que el

numero de linfocitos T circulantes manifieste un aumento muy marcado.

La leishmaniosis, como hemos comentado previamente, parece presentar semejanzas
inmunologicas con la ehrlichiosis canina. Sin embargo, en el curso de leishmaniosis,
diversos autores han constatado la existencia de una disminucion de la poblacion de

linfocitos T (Moreno et al, 1999; Bourdoiseau et al, 1997).

Si comparamos los resultados de un estudio realizado sobre dos grupos de perros con
leishmaniosis, uno asintomatico y otro sintomatico, se observa un incremento en el nimero
de linfocitos T (2185+915) en los animales asintomaticos respecto al grupo Control
(1800£875), mientras que en el grupo sintomatico se produce una clara disminucion
(1130+£700) (Bourdoiseau et al, 1997). Haciendo un paralelismo con nuestra investigacion
y considerando el analisis de perros en fase subclinica de ehrlichiosis, estos resultados se
ajustan a los obtenidos por nosotros y nos inducen a sugerir que la distribucion de las

poblaciones linfocitarias a lo largo de las distintas fases de la enfermedad no es constante.

En ehrlichiosis también se ha asociado una linfocitosis T con el intento de
recuperacion de la infeccion (Everett et al, 1994; Caldwell et al, 1995), como parece

suceder en los perros con Ehrlichiosis subclinica, como demuestran nuestros resultados.

En nuestro estudio, los valores porcentuales de linfocitos B se encuentran
marcadamente disminuidos en los animales con ehrlichiosis. Sin embargo, este hecho no se
refleja en sus valores absolutos debido a la linfocitosis existente. Podemos afirmar que la

disminucién porcentual de linfocitos B obedece mas a un incremento de otras poblaciones
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linfocitarias que a su verdadera reducciéon numérica, es decir, se trataria de una
disminucion relativa que, sin embargo, mantiene constante el nimero total de linfocitos B

circulantes.

La gran cantidad de anticuerpos circulantes en el curso de la ehrlichiosis canina y el
aumento de las globulinas séricas podria hacer pensar en un incremento del nimero de
linfocitos B circulantes, considerandose su disminucidon o mantenimiento como un
hallazgo paraddjico, tal y como otros autores han sugerido en el caso de la leishmaniosis
(Keenan et al, 1984; Slappendel, 1988; Pinelli et al, 1994). Sin embargo, en el curso de la
leishmaniosis, en la que también existe hiperglobulinemia, se ha observado a su vez la

disminucioén en el valor absoluto de los linfocitos B (Bourdoiseau et al, 1997).

La ausencia de un incremento esperado de los linfocitos B en sangre podria

explicarse porque:

1.- La produccion de anticuerpos se produce en células plasmaticas, escasas en
sangre circulante, y distribuidas principalmente en nodulos linfaticos, placas de Peyer,
foliculos esplénicos y médula 6sea (Keenan et al, 1984). Por ello, no tiene por qué
producirse un incremento en la poblacion de linfocitos B circulantes en presencia de

hiperglobulinemia.

2.- La produccioén de anticuerpos frente a una estimulacion antigénica de globulinas
obedece a una expansion clonal de linfocitos B, que no tiene por qué producir un

incremento en su poblacidn total, sino un reajuste en la misma.

Ambos supuestos podrian explicar la inversion de la correlacion estadistica entre el
nimero tanto relativo como absoluto de linfocitos B y las globulinas. Su correlacion
directa con la albimina continua sin explicarse, pero tal vez es una asociacion consecutiva
a la propia patocronia de la ehrlichiosis més que a que los mecanismos desencadenantes de
uno y otro estén implicitamente involucrados, tal y como apuntabamos en el apartado

5.3.3.
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Seglin nuestros resultados, en los perros con ehrlichiosis, los linfocitos NK sufren un
descenso porcentual estadisticamente significativo con respecto a la poblacién sana.
Aunque este descenso también se refleja en los recuentos absolutos, debido a la linfocitosis

existente, las diferencias no llegan a ser estadisticamente significativas.

Los linfocitos NK son fuente conocida de IFN-y, citoquina que interviene en la
activacion macrofagica y la destruccion de las ehrlichias intracelulares por los macrofagos
(Scharton y Scott, 1993). Tal vez un incremento en esta poblacién reflejaria una activacion
de los mecanismos macrofagicos de destruccion bacteriana (Park y Rikihisa, 1992),
mecanismos defensivos innatos que se ponen en marcha en las primeras fases de un
proceso infeccioso. Por ello, en la fase aguda de la enfermedad se podria observar un
aumento de esta poblacion que, sin embargo, disminuiria posteriormente en la fase
subclinica de la enfermedad. Las variaciones observadas en nuestro estudio pueden ser, por
tanto, un reflejo de la ineficaz respuesta inmunologica producida, que no es capaz de
inducir la destruccion de las ehrlichias en el interior de los macréfagos. En cualquier caso,
a conocimiento del autor, no existen estudios sobre el papel de los linfocitos NK en el

curso de la ehrlichiosis.

Por otra parte, como ya habiamos sefialado anteriormente los valores porcentuales de
linfocitos NK presentan una relacion directa con los valores plaquetarios, lo que podria
interpretarse como que en la fase subclinica de la ehrlichiosis una ausencia de disminucion
de los valores relativos de NK es un signo de buen valor prondstico, al igual que lo es la

ausencia de trombocitopenia.

En la observacion de los frotis sanguineos para la realizacion del recuento diferencial
leucocitario, se pudo constatar la existencia de linfocitos de tamafio mayor de lo normal,
que podriamos considerar linfocitos granulares grandes, si bien no se realizd un recuento
sistematico de esta poblacion. No obstante, se constato la existencia de este tipo celular en
la mayoria de los perros con ehrlichiosis. Esta linfocitosis granular ha sido descrita por
otros autores en ¢l curso de la ehrlichiosis canina (Weisser et al, 1991; Heeb et al, 2003).

Como ya se describi6 en el capitulo de inmunopatogenia, los linfocitos granulares grandes
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pueden ser células NK o linfocitos T. Dado que en nuestro estudio el porcentaje de NK se
encuentra disminuido respecto a la poblacion control, cabe deducir que esta poblacion de

linfocitos granulares grandes estara representado mayoritariamente por linfocitos CD3".

Los individuos afectados por ehrlichiosis pueden ser capaces de superar la infeccion
con una respuesta celular adecuada tras la fase aguda (Madigan et al, 1990).
Experimentalmente, se ha demostrado la importancia de la inmunidad celular en la
resistencia frente a la ehrlichiosis (Liew, 1989). Cuando la respuesta celular no es
adecuada, la enfermedad progresa a la fase subclinica durante la que el organismo intentara
desarrollar mecanismos de defensa encaminados a la superacion de la infeccion. De los
datos de nuestra investigacion se deduce que la respuesta celular de los perros en fase
subclinica puede dar lugar a una linfocitosis como consecuencia del aumento de los
linfocitos T circulantes. Por ello, a continuacidon pasamos a analizar lo que ocurre a nivel

de las subpoblaciones de linfocitos T en esta fase subclinica.

5.3.6.2. Subpoblaciones linfocitarias

Si bien los valores porcentuales de linfocitos Th o cooperadores sufren un descenso
significativo en perros con ehrlichiosis, sus valores absolutos se ven incrementados,

motivados por la linfocitosis que presentan estos animales.

Se considera que la incompetencia de la inmunidad celular es consecuencia de una
disminucion de los linfocitos Th (Moreno et al, 1999). Asi, un descenso de la poblacion de
linfocitos Th parece representar un estado de inmunosupresion latente en diferentes
infecciones no solo bacterianas, sino también protozoarias como la leishmaniosis (Guarga
et al, 2000; Guarga et al, 2002; Moreno et al, 1999) y viricas como el SIDA en humanos
(Williams et al, 1983) o el virus de la inmunodeficiencia felina (FIV) en gatos (Novotney
et al, 1990; Tompkins et al, 1991). También se ha sefialado recientemente la importancia

de los linfocitos Th en la eliminacion de las infecciones ehrlichiales (Ganta et al, 2004).
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En el caso de la leishmaniosis visceral, tanto humana (Cenini et al, 1993) como
canina (Bourdoiseau et al, 1997; Moreno et al, 1999; Guarga et al, 2000), se produce una
disminucidén importante en esta poblacion, observandose que cuanto menor es el recuento
de linfocitos Th, mayor es la capacidad infectiva del animal, valorada a través de
xenodiagnoéstico directo (Guarga et al, 2000). No obstante, el mecanismo responsable de
esta disminucion no se ha podido aclarar. Se ha especulado que puede responder a la
disminucion de células T en zonas primarias de linfocitos T como nddulos linfaticos,
tonsilas y corteza del timo, que se encuentran infiltradas con macréfagos, muchos de ellos
infectados (Carvalho et al, 1985 y Keenan et al, 1984). Otra posibilidad es que la
disminucién de linfocitos Th en sangre sea consecuencia de su migracion a otros érganos

(Guarga et al, 2000).

El tratamiento de la leishmaniosis canina induce una recuperacion de las células Th,
lo que confirma la importancia de esta subpoblacion linfocitaria en la lucha frente a la
enfermedad (Moreno et al, 1999). Por el contrario, la poblacion de linfocitos Tc muestra
una distribucion similar antes y después del tratamiento (Moreno et al, 1999; Guarga et al,
2002). Estas observaciones indican la importancia de la inmunidad celular en la proteccion

frente a Leishmania infantum en perros.

Por otro lado, y también en el caso de la leishmaniosis canina, se ha apreciado que la
disminuciéon en la poblaciéon de linfocitos Th solo se registra en los animales con
sintomatologia y no se produce en animales asintomaticos. En estos perros asintomaticos
incluso se llega a observar un aumento del ntimero de linfocitos Th (1210+615) respecto de

los animales control (975+535) (Bourdoiseau et al, 1997).

La existencia de una linfocitosis Th absoluta en la fase subclinica de la infeccioén por
Ehrlichia spp. puede indicar un intento del organismo de superar la infeccion. Observamos
un cierto paralelismo entre los resultados de nuestro estudio y los observados por otros
autores en el curso de la leishmaniosis, enfermedad en la que las fases asintoméaticas o de
recuperacion de un tratamiento se caracterizan por un incremento en la poblacion

linfocitaria. Sin embargo, este dato hay que tomarlo con cautela ya que los valores
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relativos de linfocitos Th en los animales de nuestro estudio se encuentran reducidos
(debido al notable incremento de los linfocitos Tc), lo que puede indicar una lucha entre el
sistema inmunitario y el agente infeccioso que mas tarde podria desembocar en la
recuperacion espontanea o bien en la cronicidad del proceso (Greene y Harvey, 1984;
Madigan et al, 1990; Reddy et al, 1998; Artursson et al, 1999). De hecho, en 5 animales el
indice CD4/CD8 esta por encima de 1,5 y en 10 estd por encima de 1. Tal vez estos
animales podrian representar la poblacion con capacidad para superar la infeccion de forma
espontanea, si bien serian necesarios nuevos estudios en los que se valorara la evolucion de

la infeccién a largo plazo, tras la fase subclinica.

El incremento de linfocitos Th también se esperaria observar en la fase de resolucion
tras el tratamiento, mientras que en nuestro estudio este incremento ya se constata en la
propia fase subclinica, pudiendo indicar la tendencia a la recuperacion que asi hemos

sugerido.

Otro aspecto a considerar en el futuro debe ser el estudio de las subpoblaciones de
linfocitos Th y su participacion en los mecanismos inmunitarios desarrollados durante las
infecciones ehrlichiales. En nuestro trabajo, el importante incremento de la poblacion de
linfocitos Tc podria indicar una respuesta gobernada prioritariamente por la subpoblacion

Thl.

Los linfocitos Tc experimentan un incremento altamente significativo tanto en su
recuento porcentual como absoluto, el doble a nivel relativo y mas del triple de Tc a nivel
de numero total de linfocitos circulantes. Si consideramos las subpoblaciones de linfocitos
T en valores porcentuales en relacion a los linfocitos T, observamos la existencia de un
marcado aumento de la poblacion de linfocitos Tc a costa de la disminucion de las

poblaciones de linfocitos Th y Tyd.
En leishmaniosis visceral humana se han encontrado valores de linfocitos Tc tanto

aumentados (Cillari et al, 1988) como invariables (Cenini et al, 1993) respecto a

individuos sanos. En la leishmaniosis canina se ha observado el incremento de esta
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poblacion (Bourdoisseau et al, 1997, Moreno et al, 1999, Guarga et al, 2000), habiendo
sugerido diversos autores la participacion de los linfocitos Tc en la proteccidon frente a
leishmaniosis (Titus et al, 1985; Hill et al, 1989; Miiller et al, 1991; Pinelli et al, 1994;
Pinelli et al, 1995). Sin embargo, otros autores consideran que los linfocitos Tc no
participan en la defensa frente a infeccion por Leishmania infantum (Guarga et al, 2000).
Se ha observado in vitro que una disminucion de los linfocitos CD8 no restaura la
respuesta frente a Leishmania spp. (Sacks et al, 1987; Carvalho et al, 1985; Moreno et al,
1999).

Concluimos que en nuestra investigacion la linfocitosis observada en el curso de la
ehrlichiosis subclinica es consecuencia directa de un incremento en la poblacion de
linfocitos Tc, lo cual viene refrendado por la existencia de correlaciones directas entre los
valores de linfocitos Tc, de linfocitos T y de linfocitos y la correlacion inversa entre
porcentaje de linfocitos Tc y de linfocitos B, entre nimero de linfocitos T y Tc y
porcentaje de linfocitos B y, por tltimo, entre porcentaje de linfocitos T y Tc y nimero de
linfocitos B. Puesto que se desconoce el papel exacto que puede tener esta poblacion en el
desarrollo de la enfermedad o en la proteccion frente a la infeccion por ehrlichiosis, seria

interesante valorar dicha poblacion linfocitaria en otras fases de la enfermedad.

Los linfocitos Tyd, sufren un descenso relativo aunque no significativo respecto a la
poblacion control. Deberiamos tal vez considerar que la poblacion control de partida
presenta valores de linfocitos Tyod superiores a los clasicamente aceptados, por lo que los
hallazgos descritos en el curso de la ehrlichiosis por otros autores respecto a esta

subpoblacion linfocitaria, debe ser comparado con cautela.

Por otra parte la variaciéon en los porcentajes de esta la poblacion linfocitaria en
sangre periférica puede ser un reflejo de cambios en los érganos periféricos de produccion
y/o de alteraciones en el transporte de estas células entre sangre y dichos o6rganos (De Rosa

et al, 2004).
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Poco se conoce de las especificidades antigénicas y del papel fisiologico de los
linfocitos Tyd (Caldwell et al, 1995), aunque parece que poseen amplia citotoxicidad frente
a células tumorales y frente a células autdlogas infectadas con microorganismos
intracelulares (Caldwell et al, 1995). También se han asociado con la induccion de
respuesta inmune humoral que incluye la secrecion de altos niveles de BCGF (B cell
growth factor) y BCDF (B cell differentiation factor) implicados en el crecimiento y

diferenciacion de los linfocitos B (Raziuddin et al, 1992).

Como ya se ha resefiado previamente, se ha descrito la presencia de linfocitos
granulares grandes (LGL) junto con linfocitosis en perros con infeccion por E. canis
(Weiser et al, 1991) y en personas con infeccion por E. chaffeensis (Caldwell et al, 1995).
En ehrlichiosis humana, la linfocitosis se debe basicamente al aumento de linfocitos
Tyd que expresan CD3, pero son negativos a CD4 y CD8 (hasta un 97% de las células T)
(Caldwell et al, 1995). Un aumento de células T CDS8-, CD4-, también se ha descrito en el
curso de la ehrlichiosis en ovejas (Woldehiwet, 1991). Esta elevacion de los linfocitos
v ha sido descrita por otros autores en el curso de la ehrlichiosis cronica (McDonough y
Moore, 2000), asi como en leishmaniosis visceral tanto humana (Cenini et al, 1993;

Raziuddin et al, 1992; Russo et al, 1993) como canina (Moreno et al, 1999).

El aumento de linfocitos Tyd observado por estos autores podria participar en el
aumento de la actividad de los linfocitos B orientada a la produccion de anticuerpos
especificos anti-Ehrlichia, en ausencia de un incremento en la poblacion de linfocitos B
circulantes. Sin embargo, en nuestro estudio no se observa este incremento ni correlacion
entre los valores de linfocitos Tyd y linfocitos B, ni con alguno de los valores de proteinas
séricas, por lo que creemos que, en nuestro caso, podria no existir esta activacion de la
respuesta humoral al tratarse de una poblacion en fase subclinica, y tal vez con tendencia a

la recuperacion.

Como consecuencia del marcado incremento de la poblacion de linfocitos Tc,

observamos en nuestro estudio una disminucion importante de indice CD4/CD8 en la fase
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subclinica de la ehrlichiosis canina. Este hallazgo ha sido descrito por otros autores en el

curso de ehrlichiosis (Woldehiwet, 1991; Heeb et al, 2003).

Esta inversion del indice CD4/CD8 también ha sido observada en el curso de la
leishmaniosis canina (Bourdoiseau et al, 1997; Moreno et al, 1999; Guarga et al, 2000).
Las wvariaciones del indice CD4/CD8 se han empleado como indicadores de
inmunomodulaciéon o inmunosupresion en diferentes patologias viricas en hombre y gato

(Fahey et al, 1984; Novotney et al, 1990).

Como se ha referido previamente, la ehrlichiosis produce una respuesta inmune
aberrante (Burghen et al, 1971; Reardon y Pierce, 1981; Harrus et al, 1999). Esta
alteracion en la respuesta inmunitaria viene caracterizada por la inversion en el indice
CD4/CD8 que, en nuestro caso, observamos que es producida por un incremento en la
poblacion de linfocitos Tc. Diversos autores expresan la importancia de la deteccion de los
animales en fase subclinica de la infeccion para evitar el grave desenlace de la enfermedad
(Harrus et al, 1998b; Harrus et al, 1999). Junto a otras alteraciones biopatologicas
habitualmente halladas (como la trombocitopenia y la hiperproteinemia), este indice
CD4/CD8 podria constituir otro indicador de la presencia de una fase subclinica de

ehrlichiosis.

A modo de resumen, en base a los hallazgos de nuestro trabajo y los de otros autores,
podemos describir la existencia de una linfopenia en la fase aguda de la enfermedad,
seguida de una linfocitosis posterior. Los cambios originados en las poblaciones
linfocitarias pueden indicar un pulso entre el agente causal y el sistema inmune que podria
dar lugar a la resolucion de la enfermedad o a la aparicion de la fase cronica con todos sus
efectos deletéreos. La elevada proporcion de animales asintomaticos en presencia de
ehrlichiosis en las colectividades estudiadas puede ser un fiel reflejo de la situacion real, en
la que una gran cantidad de animales pueden encontrarse afectados, pero sin signos
importantes de enfermedad. Hasta el momento, ningiin estudio ha abordado cudl es el
nimero de animales con ehrlichiosis que pueden ser capaces de superar la enfermedad.

Seria interesante la continuidad de esta linea de investigacion de cara a determinar
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indicadores a nivel del fenotipo inmunitario que pudieran predecir la evolucion de la

infeccidn.

5.3.6.3. Correlaciones entre las poblaciones y subpoblaciones linfocitarias

con otros parametros hematologicos

Como se anteriormente ha sido comentado, en nuestra investigacion nos pareciod
interesante conocer si existian asociaciones cuantitativas (dos a dos) entre los parametros
biopatoldgicos estudiados, en especial las que podrian presentarse con las poblaciones y
subpoblaciones linfocitarias. Por ello se calcularon los coeficientes de correlacion (r) entre

las variables tanto en el grupo Control como en el grupo de perros con Ehrlichiosis.

Tal y como esperdbamos, los resultados de nuestro estudio demostraron un mayor
nimero de correlaciones estadisticamente significativas entre los pardmetros
biopatoldgicos en el grupo de perros con Ehrlichiosis (valorados en el momento del

diagnostico), que las obtenidas en el grupo Control.

Parte de estas correlaciones, como igualmente ha sido sefialado, se deben a que el
tamafio de la muestra del grupo de perros con Ehrlichiosis es mayor y por tanto se requiere
un menor valor del coeficiente de correlacion para alcanzar una relacion significativa.
Algunas de estas relaciones podian quedar sugeridas en el grupo Control si bien no podian

ser admitidas como significativas.

Por otra parte, como también ha sido comprobado con nuestros resultados, las
modificaciones en los distintos parametros que se presentan en el grupo de perros en fase
subclinica de Ehrlichiosis establecen nuevas relaciones entre los mismos o incluso
conducen a la pérdida o cambio de signo de algunas relaciones observadas en la poblacion

sana del grupo Control.

Nuestro propodsito, mas que entrar en el estudio de estas posibles modificaciones en

la correlaciones, muchas de ellas dificil de interpretar, y que parcialmente han podido ser
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explicadas al comparar y discutir los valores de los distintos pardmetros obtenidos en el
grupo de perros con Ehrlichiosis con respecto al grupo Control, era comprobar la posible
existencia de relaciones altamente significativas entre distintas variables y las distintas
poblaciones y subpoblaciones linfocitarias, con el fin de obtener posibles indicadores de

las mismas, especialmente en el grupo de perros afectados con Ehrlichiosis.

En este sentido, y a partir del analisis de regresion lineal entre distintas variables
(entre las que se hubiera constatado una correlacion altamente significativa) nos
proponiamos obtener la ecuacidon que nos permitiera calcular el valor de una poblacioén o
subpoblacion linfocitaria conociendo el valor de otra variable, tratindose esta ultima de un

parametro biopatologico facilmente valorable.

Entre todas las ecuaciones calculadas, y que no han sido reflejadas en el capitulo de
resultados, nos parecen como mas relevantes las obtenidas entre el nimero absoluto de
linfocitos para estimar el nimero absoluto de linfocitos T y dentro de estos el nimero de
los linfocitos Tc y Th, y que por su aplicacidon presentamos en este capitulo de discusion y

recogemos en los siguientes tablas.
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linfocitos T en el grupo de perros con Ehrlichiosis.
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El valor del nimero de linfocitos puede ser facilmente determinado a partir de un
recuento diferencial leucocitario conociendo el numero total de globulos blancos de una
muestra de sangre. A partir de este valor y aplicando las formulas sefialadas en los tablas
anteriores podemos calcular el nimero de linfocitos T, Tc y Th de un perro con ehrlichiosis

en fase subclinica.

Como hemos sefialado, los estudios sobre el inmunofenotipo en el curso de la
ehrlichiosis canina son limitados, la informacion disponible sobre las relaciones entre los
parametros biopatologicos y las poblaciones linfocitarias es practicamente inexistente y
mucho mas la que profundiza en un posible analisis de regresion. Por ello, consideramos
que estos resultados deben considerarse como un punto de partida que deberian ser
confirmados y ampliados con nuevos estudios, que por otra permitirian reducir los
margenes de confianza de los coeficientes de las ecuaciones obtenidas precisando asi la

estimacion de cada una de las poblaciones linfocitarias calculadas.

5.4. EVOLUCION EN EL TIEMPO DE LOS PARAMETROS
ESTUDIADOS EN PERROS CON EHRLICHIOSIS

Los controles realizados tras el tratamiento tenian como objetivo principal poder
valorar la posible normalizacion de los parametros alterados al comienzo de la
investigacion en los animales con ehrlichiosis. La normalizacion de estos parametros

serviria para afirmar la evolucion favorable tras el tratamiento.

Partiamos de una poblacion clinicamente sana que a lo largo del periodo de estudio
post-tratamiento mantuvo esta condicion. Por tanto, podemos afirmar que durante los 6
meses de duracion del trabajo, ninguno de los animales incluidos en el estudio progreso6

hacia la fase cronica de la enfermedad.
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Los valores hematologicos, que de manera global se encontraron dentro de la
normalidad desde el inicio del estudio, se mantuvieron dentro del rango tras el tratamiento.
Tan solo se observaron ligeras fluctuaciones de los indices eritrocitarios que podrian ser

debidos al azar.

Las alteraciones observadas de partida en nuestra poblacién canina afectada de
ehrlichiosis fueron: trombocitopenia (36%), hiperproteinemia (40%), hipoalbuminemia

(40%), hiperglobulinemia (50%) y alteracion del cociente albumina/globulinas (75%).

En cuanto a la trombocitopenia, no se observaron variaciones significativas en la
poblacion a lo largo de los 6 meses post-tratamiento. Se ha descrito la recuperacion de los
valores plaquetarios normales durante el 2° trimestre tras el tratamiento, si bien en el caso
del dipropionato de imidocarb esta mejoria se produce incluso mas tarde (Sainz, 1996). La
ausencia de una recuperacion estadistica de la trombocitopenia puede deberse a las
peculiaridades del tratamiento con dipropionato de imidocarb, sin que se pueda descartar la

imprecision de los métodos automaticos empleados para el recuento de plaquetas.

En nuestro estudio, el tratamiento con dipropionato de imidocarb no produjo
variaciones estadisticamente significativas en las alteraciones del perfil del proteinograma
en los seis meses que se prolongd el trabajo. La mayoria de los estudios indican que la
normalizacion del cociente albimina/globulinas y 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; Sainz, 1996). Tal y
como ocurre con el recuento de plaquetas, se ha observado que la normalizaciéon de los
valores proteicos se realiza mas tempranamente en aquellos individuos en los que se
emplea doxiciclina o un tratamiento mixto de doxiciclina y dipropionato de imidocarb, que
en los tratados exclusivamente con dipropionato de imidocarb (Sainz, 1996). En nuestro
caso, no detectamos la normalizacién de estos valores a lo largo de los seis meses de
estudio, lo que dificulta la valoracion de este tratamiento e indica que podria ser necesaria

una investigacion durante periodos mdas prolongados de tiempo para valorar mas
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correctamente si este tratamiento es eficaz pero a mas largo plazo o si, por el contrario, este

farmaco no es tan efectivo.

En este sentido, los resultados obtenidos con este fairmaco son variables ya que,
mientras algunos autores constatan su efecto terapéutico (Ogunkoya et al, 1981) ¢ incluso
lo consideran mas eficaz que la tetraciclina (Van Heerden y Van Hereden, 1981), algunos
estudios in vitro dudan de la eficacia de este fairmaco (Brouqui y Raoult, 1992). En
cualquier caso, la efectividad del tratamiento con imidocarb ha sido clinicamente
constatada por diversos autores, si bien se han encontrado resistencias a este tratamiento.
Los casos resistentes al tratamiento con imidocarb se han observado hasta en un 16,1% al
emplear una unica dosis (Adeyanju y Aliu, 1982) y en un 6% al usar un protocolo con dos
dosis (Sainz, 1996), similar al empleado por nosotros. En ambos estudios, estas resistencias
aparecian en animales muy deteriorados y en el curso de ehrlichiosis cronica con
insuficiencia renal y/o aplasia medular, en los que el prondstico suele ser desfavorable
(Greene y Harvey, 1984; Woody y Hoskins, 1991). La eficacia de este tratamiento,
demostrada por otros autores, y el tratamiento de la enfermedad en la fase subclinica nos
induce a pensar que la no normalizacioén de los pardmetros estudiados se debe atribuir a la

lenta recuperacion de estos valores en el tratamiento con imidocarb.

Tras una respuesta efectiva a la terapia esperariamos encontrar una tendencia a la
normalizacion del perfil inmunofenotipico, sin embargo, no se han detectado variaciones
en la mayoria de los valores de las poblaciones y subpoblaciones leucocitarias en animales
con ehrlichiosis a lo largo de toda la investigacion. Tan s6lo se aprecia una disminuciéon en
los linfocitos B en el ultimo periodo del estudio y un incremento en la poblacion de
linfocitos NK en el periodo comprendido entre 2-4 semanas en cuanto a valor porcentual y

entre 2 semanas y 3 meses en valor absoluto.

No hemos encontrado variables que nos puedan indicar la existencia de una
recuperacion de la enfermedad a nivel del estudio inmunofenotipico de estos animales,
siendo dificiles de interpretar las variaciones observadas en linfocitos B y NK, en presencia

de la invariabilidad del resto de poblaciones y subpoblaciones linfocitarias. No obstante, el
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aumento de linfocitos NK post-tratamiento podria ser un indicador favorable, puesto que
estos linfocitos son productores de IFN-y, citoquina que interviene en la destruccion

macrofagica de patdogenos intracelulares (Scharton y Scott, 1993).

El objetivo de encontrar algiin parametro que pudiese ser empleado como marcador
de la recuperacion de la enfermedad tras el tratamiento no ha podido ser logrado por
completo. Aunque se han encontrado importantes variaciones en el perfil inmunofenotipico
de las poblaciones linfocitarias de los perros afectados por ehrlichiosis subclinica, no
hemos podido hallar variaciones significativas en el mismo en el periodo de seis meses

post-tratamiento.

Este hecho puede deberse a tres supuestos:

- que en los casos de ehrlichiosis subclinica se establezca un equilibrio del estado
inmunitario que se mantiene en el tiempo y que formaria parte de los mecanismos que

intervienen en la persistencia del estado latente de la infeccion y/o

- que el sistema inmunitario requiera de periodos mds prolongados para su

normalizacién y/o

- que es el tratamiento con dipropionato de imidocarb el que requiere de estos
tiempos mas prolongados tal y como han observado otros autores al evaluar otros
parametros biopatoldgicos. La mayor rapidez con que evolucionan estos parametros en
perros tratados con doxiciclina podria deberse no s6lo a su mayor eficacia directa contra el
agente causal sino a las propiedades inmunomoduladoras que ultimamente se atribuyen a

este farmaco (Kuzin et al, 2001; Stone et al, 2003).

Queda abierta la realizacion de un estudio durante un periodo de tiempo mas
prolongado y comparado con el tratamiento con doxiciclina, asi como el estudio del perfil
inmunofenotipico linfocitario en perros con ehrlichiosis aguda y crénica para ahondar en

los mecanismos inmunitarios desencadenados ante la infeccion por Ehrlichia spp.
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6. CONCLUSIONES

Tras el analisis y discusion de los resultados y atendiendo a los objetivos planteados

en este trabajo de investigacion podemos extraer las siguientes conclusiones:

1° Para el colectivo de perros, sanos, adultos, de ambos sexos, distintas razas y
caracterizados por vivir en un entorno propio de una protectora, podemos establecer los
siguientes valores de referencia del inmunofenotipo en sangre circulante (con un margen

de confianza del 95%):

- Un porcentaje medio de Linfocitos B del 18,4+ 3,1% con respecto al total de
linfocitos y un valor medio de 4954188 de linfocitos B /pl.

- Un porcentaje medio de Linfocitos NK del 7,3+1,3% con respecto al total de
linfocitos y un valor medio de 178+39 de linfocitos NK /ul.

- Un porcentaje medio de Linfocitos T del 72,9+3,0% con respecto al total de
linfocitos y un valor medio de 1815+341 de linfocitos T /pl.

- Un porcentaje medio de Linfocitos Th del 33,9+2,9% con respecto al total de
linfocitos y un valor medio de 832+139 de Linfocitos Th /ul.

- Un porcentaje medio de Linfocitos Tc del 24,6+£3,5% con respecto al total de
linfocitos y un valor medio de 6194168 de linfocitos Tc /pl.

- Un porcentaje medio de Linfocitos Tyd del 14,4+4,7% con respecto al total de
linfocitos y un valor medio de 364+138 de Linfocitos Ty /ul.

- Y un valor medio del indice CD4"/CD8" de 1,5+0,2.
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2° En el curso de la ehrlichiosis subclinica canina se producen importantes cambios en el
inmunofenotipo en sangre, destacando el descenso moderado de los porcentajes de los
linfocitos B, NK y Th, si bien este iltima subpoblacion linfocitaria presenta un aumento en
su nimero absoluto. Ademas, en esta fase de la enfermedad se produce un aumento del
numero absoluto y relativo linfocitos Tc, lo que provoca no s6lo una inversion del indice
CD4"/CD8", sino también un aumento del porcentaje y niimero de los linfocitos T. Estas
modificaciones estadisticamente significativas con respecto al grupo control nos permiten
estimar unos nuevos valores de referencia para la poblacion canina afectada de ehrlichiosis

en fase subclinica de:

- Un porcentaje medio de Linfocitos B del 12,1+ 2,8% con respecto al total de
linfocitos.

- Un porcentaje medio de Linfocitos NK del 3,84+0,7% con respecto al total de
linfocitos.

- Un porcentaje medio de Linfocitos T del 81,843,4% con respecto al total de
linfocitos y un valor medio de 3924+620 de Linfocitos T /pul.

- Un porcentaje medio de Linfocitos Th del 27,1£3,2% con respecto al total de
linfocitos y un valor medio de 1243+202 de Linfocitos Th /pl.

- Un porcentaje medio de Linfocitos Tc del 42,6+6,5% con respecto al total de
linfocitos y un valor medio de 21544516 de Linfocitos Tc /pul.

- Y un valor medio del indice CD4"/CD8" de 0,9+0,3.

3° En la fase subclinica de la Ehrlichiosis canina, ademas de la linfocitosis observada en
mas del 40% de los casos, las alteraciones biopatoldgicas mds frecuentes son la
trombocitopenia (en torno al 40% de los casos) y la disproteinemia (en aproximadamente
el 75% de los casos), estimandose que los valores medios obtenidos en el recuento de
plaquetas (259.7804+41.300/ul) y en el cociente albumina/globulinas (0,60+0,10) difieren

significativamente con respecto a los observados en la poblacion sana.
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Conclusiones

4° Las correlaciones altamente significativas observadas en la fase subclinica de la
ehrlichiosis entre las distintas poblaciones y subpoblaciones linfocitarias y otros
parametros biopatologicos, ha permitido a través de un analisis de regresion lineal calcular
las ecuaciones que nos estiman los valores los linfocitos T, Th y Tc de una sangre a partir

del valor del nimero de linfocitos circulantes que ésta presente.

5° En perros con ehrlichiosis subclinica, las poblaciones linfocitarias mas modificadas con
respecto a la poblacion sana no sufren variaciones significativas durante los 6 meses
posteriores a la administracion de 2 inyecciones de dipropionato de imidocarb (con un
intervalo de 15 dias entre ambas). En el seguimiento realizado, los unicos datos relevantes
son un ligero incremento en el nimero de linfocitos NK en el primer mes y un descenso
significativo del nimero de linfocitos B a los 6 meses, con respecto a los valores obtenidos

antes del tratamiento.
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/.- RESUMEN

En el presente trabajo se han estudiado y comparado los valores hematoldgicos, el
inmunofenotipo y las proteinas séricas de una poblacion de canidos sanos y otra poblacion
de perros seropositivos a Ehrlichia canis, en fase subclinica. Ambas poblaciones procedian
de dos protectoras de la provincia de Valencia. La poblacion seropositiva a ehrlichiosis se
ha tratado con dipropionato de imidocarb (2 dosis de 5 mg/kg via subcutinea con un
intervalo de 15 dias entre ambas) y se ha estudiado la evolucion en el tiempo de los valores
hematologicos, el inmunofenotipo y las proteinas séricas a lo largo de 6 meses tras el
tratamiento. Se ha realizado también un estudio de prevalencia de ehrlichiosis y

leishmaniosis en estas protectoras.

Segun los resultados obtenidos, en estas protectoras el 69,37% de los perros
presenta seropositividad frente a Ehrlichia canis y un 28,12% presenta seropositividad

frente a Leishmania infantum.

En la hematologia de los animales en fase subclinica de ehrlichiosis de este estudio
destaca como alteracion laboratorial la elevacion del recuento linfocitario. Otro hallazgo
resefiable es la presencia de trombocitopenia, si bien se presenta en tan s6lo un 36% de los

animales estudiados.

En cuanto a las proteinas séricas destaca la existencia de disproteinemia en un 75%
de los casos (con un valor medio del cociente Albumina/Globulina de 0,60+0,05) junto con
una hiperproteinemia (en torno al 40%), a pesar de presentar algunos de ellos cifras de

hipoalbuminemia (40% de los casos), asociada a hiperglobulinemia (50% de los casos).
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Resumen

A nivel del inmunofenotipo es de resaltar el incremento de los valores tanto
relativos como absolutos de linfocitos T en la poblacion con ehrlichiosis al compararlo con
la poblacion sana; en cuanto a la poblacion de linfocitos B, sus valores absolutos se
mantienen similares a los de los perros control. El importante incremento de la poblacion
de linfocitos T es motivado por un destacado aumento en el numero de linfocitos Tc
produciéndose una inversion del indice CD4/CDS. La linfocitosis observada en los perros
con ehrlichiosis hace que, si bien los valores relativos de linfocitos Th se encuentran
disminuidos, sus valores absolutos se encuentran por encima de los valores observados en

los animales control.

En contra de lo que se esperaba observar, en el estudio de los parametros analizados
a lo largo del tiempo tras el tratamiento con dipropionato de imidocarb, si bien se producen
algunas modificaciones en algunos controles, destaca la ausencia de variaciones
significativas en la practica totalidad de los parametros estudiados a los 6 meses post-
tratamiento, con excepcion del valor medio del recuento de los linfocitos B, de los
monocitos y en menor medida de los neutréfilos, que sufren un descenso con respecto a los

valores iniciales.
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8.- SUMMARY

In this work a basal and a comparative study of the haematology,
immunophenotype and seric protein values in a group of healthy dogs (Control group) and
another group of dogs seropositive to Ehrlichia canis (dogs with subclinical ehrlichiosis)
were carried out. Both canine populations came from two animal shelters of Valencia
(Spain). Dogs were treated with imidocarb dipropionate (2 doses of 5 mg/kg SQ, with a
period of 15 days apart). All the studied parameters were evaluated periodically for 6
months after therapy. For this purpose 4 blood analysis were performed in the dogs during

that period of time.

A study of ehrlichiosis and leishmaniosis seroprevalence in the kennels was also
performed; 69.37% of dogs were seropositive to Ehrlichia canis and 28.12% of the dogs

were seropositive to Leishmania infantum.

Few haematologic abnormalities were found: thrombocytopenia was found in 36%

of the dogs in the Ehrlichiosis group, being lymphocytosis other remarkable finding in this
group.

On the other hand, alteration of seric protein values was common in the Ehrlichiosis

group. Hyperproteinemia was detected in 70% of the dogs, even when many of them

presented hypoalbuminemia (44% of dogs) and hyperglobulinemia (50% of animals).
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Summary

The immunophenotype of dogs with subclinical ehrlichiosis was characterized by
an increase in the absolute and relative counts of T lymphocytes in comparison with
control dogs. However, absolute counts of B lymphocytes in dogs with subclinical
ehrlichiosis were similar to those of the control group. The increase in T lymphocyte
counts was due to the great rise of Tc lymphocyte counts. CD4/CDS8 index was inverted
due to this fact and the reduction in Th lymphocytes relative values. Nevertheless, Th
lymphocyte absolute counts in the Ehrlichiosis group were increased in comparison with
the values in the Control group due to the relevant lymphocytosis present in the group with

subclinical ehrlichiosis.
No significant changes were found in the different variables studied over the 6

months following the treatment with imidocarb dipropionate. Only slight decreases were

detected in the mean values of B lymphocytes, monocytes and neutrophils.
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