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RESUMEN

La ehrlichiosis es una enfermedad sistémica aguda, transmitida por la picadura de la
garrapata marrén del perro  Rhipicephalussanguineusy  producida por
microorganismos del género Ehrlichiaspp., familia Anaplasmataceaeque infecta una
amplia variedad de animales domésticos, salvajes y al hombre. Fue descubierta
inicialmente en perros, habiéndose identificado el primer caso humano en los Estados
Unidos en 1986. Se han descrito diferentes especies, de acuerdo al hospedador que
parasita, tropismo celular y vector. (Goodman et al. 2003, Straube 2010, Romero et
al. 2011). EIl diagndstico hematoldgico en el pais es el mas comdn, en los ultimos
afios han ido incrementando el costo en los reactivos. El objetivo de este trabajo es
comparar dos técnicas de coloracion para el estudio de Ehrlichiaspp. Por frotis de
capa blanca en el centro de diagndstico Aurilab. Metodologia: se realizaron dos
técnicas de coloracion, Giemsa y Wright, se pudieron observar las mérulas de la
bacteria en 100 muestras para un total de 200 frotis. Resultados: si pueden
compararse ambas técnicas de coloracion, obetiendose una efectividad del 84% de
efectividad para la técnica de coloracion de Giemsa por el sistema estadistico t
Student.
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INTRODUCCION

La ehrlichiosis es una enfermedad sistémica aguda, transmitida por la picadura de la
garrapatamarron del perro Rhipicephalussanguineusy producida por microorganismos
del género Ehrlichiaspp., familiaAnaplasmataceaeque infecta una amplia variedad de
animales domésticos, salvajes y al hombre. Fue descubierta inicialmente en perros,
habiéndose identificado el primer caso humano en los Estados Unidos en 1986. Se
han descrito diferentes especies, de acuerdo al hospedador que parasita, tropismo
celular y vector. (Goodman et al. 2003, Straube 2010, Romero et al. 2011).

Algunos signos y sintomas de la ehrlichiosis humana son similares a un resfriado
comun, fiebre, dolor de cabeza, dolor muscular y de articulaciones, escalofrios,
cansancio, pérdida de apetito, nauseas y vomitos, también pueden observarse
erupcion cutanea, tos y confusion. Inician de 5 a 10 dias después de la picadura de la

garrapata, cabe destacar que la picadura pasa desapercibida.

Debido a que la infeccidbn se concentra en diferentes latitudes tropicales y
subtropicales, su curso largo y duracion variable hace dificil relacionar la ehrlichiosis
con una determinada época del afio, la importancia de esta patologia para la salud
publica hace que en el diagndstico de esta enfermedad sea necesario tomar en cuenta
los antecedentes de infestacion por garrapatas sumado a la prueba seroldgica que

permita detectar el contacto del paciente con el agente infeccioso.

El diagndstico de la enfermedad se ha basado en el hallazgo de inclusiones
intracitoplasmaticas en linfocitos, monocitos o neutrofilos ¢ en la deteccion de
anticuerpos contra antigenos de Ehrlichiaspp. Dentro de las técnicas de coloracion la
mas utilizada es la coloracién de tipo RomanowskyDiff-quik.La tincion tipo
romanowsky es una mezcla de distintos colorantes, utilizada para preparar

extensiones para el analisis de células sanguineas. (Oleskyn 2008).


https://www.redalyc.org/jatsRepo/4277/427751143001/html/index.html#redalyc_427751143001_ref65
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Por lo que en el presente estudio se compararan dos coloraciones de tipo
Romanowsky, como el método de coloracion de Wright y el método de coloracion de
Giemsa, ambas usadas en el estudio de células hematologicas, definiéndose las
ventajas y desventajas de éstos métodos como herramienta de apoyo para el

Licenciado en Bioanalisis.



CAPITULO |

EL PROBLEMA
Planteamiento del problema

Las enfermedades transmitidas por garrapatas como la ehrlichiosis representan un
problema emergente para la salud publica considerandose una potencial zoonosis, en
los Gltimos afios ha incrementado el nimero de casos de humanos infectados con

Ehrlichiaspp.en esto radica la importancia del diagnéstico oportuno.

Este aumento de prevalencia, de casos de ehrlichiosis en humanos va de la mano con
diversos factores medio ambientales, socio econdmicos y culturales, para la medicina
veterinaria ha sido poco controlable la propagacion de la bacteria, ya que el vector
puede habitar en areas tropicales y subtropicales en las diferentes estaciones del afio,
nuestro pais no ha sido la excepcion en este aumento de la incidencia de casos de la
enfermedad, es por ello que el licenciado en Bioanalisis tiene la tarea de buscar
formas de diagndstico eficaces aminorando costos no dejando a un lado el control de

calidad dentro del laboratorio.

Existen técnicas estandarizadas para el diagnostico de la bacteria, mediante la
realizacion de extendidos o frotis sanguineos y posterior coloracion de ellos, como la
técnica de coloracion de Diff-quick por frotis de capa blanca, sin embargo dentro del
estudio hematoldgico se encuentra una diversidad de coloraciones de tipo
romanowsky empleadas para la observacion, estudio y analisis de células sanguineas,

con colorantes y reactivos de facil manejo y obtencidn.

Una vez descrita la situacion del problema de estudio, como autora elaboré el

siguiente enunciado holopréxico:

¢Existe alguna diferencia entre las técnicas de coloracion de Giemsa y Wright para el
estudio de Ehrlichiaspp. por frotis de capa blanca, en las muestras analizadas en el

Centro Diagnostico Aurilab desde octubre de 2018 hasta marzo de 2019?



Justificacion de la investigacion

El aumento notorio del ndmero de casos diagnosticados de ehrlichiosis en la
poblacion no solo poseedora de caninos sino también en aquellas que no tienen el
animal doméstico, ha alarmado al personal de la salud, especialmente al licenciado en
Bioanalisis quienes mediante su labor diaria han encontrado cifras considerablemente
altas de pacientes portadores de la bacteria, actualmente hay ciertas limitaciones en el
diagnostico debido a la falta de reactivos y colorantes usados en la técnica de
deteccion de Ehrlichiaspp. Ya que el precio de estos ha incrementado y cada vez se

hace mas dificil un diagnostico oportuno.

En este estudio podremos comparar dos técnicas de coloracion hematolégicas
sencillas realizadas rutinariamente en el laboratorio clinico para encontrar las ventajas
y desventajas, en cuanto a costos, tiempo de realizacion y eficacia en los resultados
arrojados a la hora de poner en practica estas técnicas.

Por ello es importante realizar un seguimiento en los pacientes que acuden al
laboratorio clinico, para la realizacion del examen de la deteccion de Ehrlichiaspp.
por frotis de capa blanca. Aplicando ambas técnicas de coloracién y comparando sus

resultados.
Objetivos de la investigacion
Objetivo General

e Comparar dos técnicas de coloracion para el estudio de Ehrlichiaspp. Por
frotis de capa blanca que seran diagnosticados en el Centro de Diagndstico
Aurilaben la ciudad de Méridadesde octubre de 2018 hasta marzo de 20109.

Obijetivos Especificos

e Evaluar los valores absolutos y relativos de las células sanguineas en
pacientes sospechosos de ehrlichiosis.
e Comparar dos técnicas de coloracion utilizadas en la tincion de frotis

sanguineos de rutina para el contaje y observacion de células hematoldgicas.



Encontrar cual de las técnicas es la que permite una mejor observacion y

deteccion de la bacteria en las células sanguineas.
Alcances y Limitaciones
Alcances

Esta investigacion se busco comparar dos técnicas de coloracién que
permitan un diagndstico oportuno de la ehrlichiosis disminuyendo costos de
los reactivos y colorantes manteniendo la eficacia y el control de calidad en
los resultados.

La investigacion abarco desde evaluar las células hematoldgicas del paciente
hasta emitir el resultado méas confiable en el diagnostico de la enfermedad.

El estudio se llevo a cabo con los pacientes que acudan al Centro de
DiagnosticoAurilab, en la ciudad de Mérida el cual sera un aporte a nivel

nacional.
Limitaciones

El estudio se realizo con los pacientes, con sospecha de la enfermedad, pero
no con la certeza de tenerla.

Los pacientes en su mayoria fueron solo de la ciudad de Mérida y zonas
circunvecinas por lo que el estudio no seria representativo del estado, seria de
gran importancia realizarlos a nivel nacional por ser un problema de salud
publica.

El médico a cargo del paciente debe referir al laboratorio que llevara a cargo
la investigacion, de lo contrario el estudio no puede llevarse a cabo para

aplicar ambas técnicas en el frotis por capa blanca.



CAPITULO II
MARCO TEORICO

Durante afios los investigadores han tenido la inquietud de conocer y diagnosticar la
ehrlichiosis tanto en humanos como en animales, avanzando cada dia mas en las
técnicas especificas en la deteccion de la bacteria, han comparado entre técnicas
hematoldgicas y serologicas, realizacion de estudios retrospectivo que permitan

aportar avances en problemas de salud publica.
Antecedentes de la investigacion

Megumi, E. y cols. (2016) realizaron una investigacion cuyo titulo es “Ehrlichiosis,
enfermedad transmitida por garrapatas y potencial zoonosis en Paraguay” Paraguay.
El objetivo del presente estudio fue determinar la presencia de morula de
Ehrlichiaspp. en frotis de sangre periférica de animales y humanos con
sintomatologia compatible a la enfermedad, como una forma de deteccién oportuna
en la poblacion se realizé FSP a caninos sin distincion de sexo, raza y edad; con
signos clinicos inespecificos como fiebre, diarrea, uveitis, petequias, epistaxis,
trastornos osteoarticulares, reproductivos y neuroldgicos, las muestras fueron
obtenidas de la cara interna del pabelldn auricular en todos los casos y los FSP fueron
procesados para el andlisis citologicoy la determinacion del acido nucléico ( ARN
ribosémico) bacteriano por medio de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).
Cinco mujeres, de entre 24 y 47 afios, seroldgicamente negativas a Dengue y
Chikungunya por el método de inmunocromatografia. Con fiebre intermitente,
malestar general, mialgia, artralgia, cefalea y vasculitis de 30 dias de evolucion. A
todas se le extrajo SP del dedo indice para la realizacion del FSP y la determinacion
de &cido nucléico (ARN ribosomico) bacteriano. Esto llevado a cabo en una clinica
veterinaria y el instituto de investigacion de ciencias de la salud, Facultad de ciencias

médicas, Universidad Nacional de Asuncién, Asuncion, Paraguay.



Los FSP con presencia de una morula intracitoplasmatica en neutréfilos, monocitos
y/o plaquetas fueron considerados positivos a la Ehrlichiosis y dichos resultados son
expresados en porcentaje. Los productos de PCR amplificacion de aproximadamente
478 pb fueron considerados positivos para la enfermedad al contrastar los resultados
con la FSP.

Las enfermedades transmitidas por garrapatas representan un problema de creciente
importancia para la salud publica. La Ehrlichiosis es una zoonosis cosmopolita
emergente, pudiendo ser mortal en caninos y humanos. Debido a los sintomas
inespecificos que manifiesta en seres humanos pueden confundirse con otras
enfermedades emergentes de paises tropicales tales como el Dengue y Chikungunya
por lo que debe ser considerada entre los diagndsticos diferenciales. Este es el primer
reporte de casos de Ehrlichiosis canina en un laboratorio privado y casos en humanos
con exposicidn a garrapatas en Paraguay; y como profesionales y responsables de la
salud publica, se resalta la importancia de la enfermedad en nuestro medio para la
toma de decisiones y medidas profilacticas necesarias para prevenir el riesgo de

infeccion y transmision entre caninos y humanos.

También Barrios, L. y cols. (2015) en un estudio denominado “Evidencia
hematologica y seroldgica de Ehrlichia SPP en propietarios de caninos domésticos
con antecedentes de ehrlichiosis en Lima metropolitana” cuyo objetivo fue
determinar la seropositividad a Ehrlichiacanis mediante la prueba de
inmunofluorescencia indirecta (IFI) en pacientes humanos, sus parametros
hematoldgicos y su asociacion con las variables edad, sexo, nivel de contacto con
perros y antecedentes de exposicion a garrapatas. Se evaluaron 91 sujetos sin
distincién de género, edad o condicion socioecondémica cuyos perros tenian historia
de ehrlichiosis dentro de los seis meses previos al muestreo. EI muestreo se realizd
entre febrero y mayo de 2015. La evaluacién hematologica mostré ausencia de
pacientes positivos y 15.4% de pacientes sospechosos (presencia de corpusculos de
inclusion en células mononucleares y ausencia de trombocitopenia). La frecuencia de

pacientes seropositivos mediante IFlI fue de 14.3%. No se encontré diferencia



estadistica por efecto de las variables en estudio. Los hallazgos confirman la
exposicion a E. canis en propietarios de caninos domeésticos con antecedentes de

ehrlichiosis en Lima Metropolitana.

Se recolectd 8 ml de sangre periférica dividida en dos partes: 2 ml con EDTA con
anticoagulante y 6 ml sin anticoagulante, para la obtencion de suero. La obtencion de
sangre venosa con jeringa se realizd segun las indicaciones recomendadas por el
Instituto Nacional de Salud (INS, 2005) del Per(, y se hizo posterior a las seis

semanas de la aceptacion de los pacientes en el estudio.

Las muestras para hematologia y estudio de capa flogistica se procesaron de
inmediato en el Laboratorio de Patologia Clinica, mientras que las muestras para
serologia se centrifugaron y los sueros resultantes fueron conservados en congelacién
a -20 °C hasta su procesamiento en el Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia
Veterinaria. Ambos laboratorios forman parte de la Facultad de Medicina Veterinaria,

Universidad Nacional Mayor de San Marcos, Lima.

A nivel hematoldgico de determino el recuento de eritrocitos (x106/ul) y leucocitos
(x103/ul) utilizando la cdmara de Neubauer, hemoglobina (g/dl) por el método de la
cianometahemoglobina, hematocrito (%) por el método del microhematocrito, y el
recuento diferencial (%) y recuento plaquetario (il) utilizando la tincion Wright.

En Lima Metropolitana, al menos el 14.3% de propietarios de caninos domésticos con
antecedentes de ehrlichiosis presentan anticuerpos que reaccionan contra
Ehrlichiacanis; sin embargo, no evidencian positividad a la enfermedad mediante la
evaluacion hematoldgica aunque presentan alteraciones hematoldgicas compatibles
con la enfermedad. Las variables edad, género, exposicion a garrapatas y nivel de
contacto con perros no estuvieron asociadas a la presencia de anticuerpos contra E.
canis en propietarios de caninos domésticos con antecedentes de ehrlichiosis en Lima

Metropolitana.



Arocha, F. y cols (2013) realizaron una investigacion denominada “Diagndstico
serolégico y molecular de Ehrlichiosishumana en pacientes con sintomatologia
clinicacompatible con la enfermedad en el estado Zulia-Venezuela” cuyo objetivo
general fue Investigar la presencia de infeccion por Ehrlichia spp., en pacientes con
sospecha clinicade Ehrlichiosis Humana. Se realizd una entrevista personal a
lossujetos de la muestra en estudio, para investigar antecedentes de picadura de
garrapata, tenencia de mascotas, y/o antecedentes epidemioldgicos (visita a regiones
rurales), signos y sintomas compatibles con la patologia y tiempo de evolucion. e
tomaron 2 muestras de sangre periférica, cada una, en dos oportunidades separadas
por un lapso de 15 dias. Bajo campana de flujo laminar, se tomd una muestra de
sangre venosa, esta muestra se distribuyd de la siguiente manera: 6 cc fueron
colocados entubo de vidrio vaccutainer con EDTA, quefueron usados para el ensayo
de PCR. Lamuestra para serologia, consisti6 de 4cc colocada en tubo sin
anticoagulante, se centrifugd a 2.500 rpm por 10 minutos y el suero obtenido fue
alicuotado en tubos de ensayo en cantidades de 2 cc y almacenado a 20°C hasta el
momento de ser procesado. Las muestras para el ensayo de PCR fueron transferidas,
aviales de 1.5-2 mL de polietileno sin contaminantes. Las muestras fueron
almacenadas a—20°C por unas horas y luego congeladas a—60°C, hasta su
procesamiento. Se realizaron pruebas diagndsticas como Inmunofluorescencia

indirecta (IFT), Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), lisis celular y extraccion

del ADN.

En el grupo de 30 sujetos con manifestaciones clinicas sugestivas de
EhrlichiosisHumana las 60 muestras recolectadas en los dias 0 y 15 de la enfermedad
no reportaron seroconversion, con titulos iguales o menores a 1/64; lo que se
interpreta como prueba negativa sin evidencia de anticuerpos contrael antigenos
utilizado en la prueba (célulashumanas infectadas con E. chaffeensis.Como prueba
confirmatoria se realizo el ensayo nested-PCR a las 20 muestras de sangre periférica,
utilizando primers derivados delas secuencias genéticas del 16S rRNA de E.canis, E.

chaffeensis, E. equi y E. ewingii que permiten hacer identificacion a nivel de género



obteniéndose también resultados negativos. Los resultados obtenidos en este
estudiono demuestran evidencia de infeccion porEhrlichiachaffeensis en los pacientes
consintomas y signos similares a los de la Ehrlichiosis Humana, ya que a través de
pruebasserolégicas no se evidenciaron anticuerposcontra Ehrlichiachaffeensis y en
las pruebasmoleculares no hubo amplificacién de la secuencia genética. Los datos
obtenidos permiten descartarla enfermedad por este agente, pero no porotro,
descubierto por Arraga y colaboradores en el estado Zulia, aun no clasificado por
elCDC. En especial si se consideran los 12 casosdiagnosticados por serologia desde
1994, enel Laboratorio de Investigaciones Clinicas dela Facultad de Ciencias
Veterinarias de LaUniversidad del Zulia y los numerosos casos(mas de 400 entre
1994-1999) causados porun nuevo agente, que si bien los estudios de microscopia
electronica revelaron que no erauna especie de Ehrlichia, si cumplia con
lascaracteristicas de una Rickettsia, por ello laMSc. Cruz Arraga, quien conduce estos
estudios, decidié nombrarlo Rickettsia Plaguetaria Humana, en espera aun de estudios
deaislamientos e identificacion. A la luz de la informacién obtenida eneste trabajo se
hace necesario realizar estudios multidisciplinarios que involucren a especialistas en
diagnostico molecular, infectdlogos, epidemidlogos, medicos generales ymédicos
veterinarios, entre otros, con el objeto de precisar la real magnitud e importancia de
estos agentes en nuestro pais, poragentes infecciosos que son consideradoscomo

emergentes a nivel mundial.

Gonzélez, A. y cols (2013) en su trabajo de investigacion “Correlacion entre
hemograma y frotis sanguineo para determinar E. canis en la vereda Pefiitas de
Puente Nacional” en el cual el objetivo general fue determinar la presencia de E.
canis en perros de la vereda Pefiitas del municipio de Puente Nacional, Santander,
correlacionando el cuadro hematico con el frotis sanguineo. El estudio se realizé en la
vereda Pefiitas del municipio de Puente Nacional; se eligié esta vereda por la
presencia de caninos de finca expuestos a garrapatas, en su mayoria de raza criolla 'y

con escaso control antiparasitario, y por las facilidades que brindaron los propietarios
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para tomar las muestras y recolectar los datos requeridos para el estudio; ademas por

la cercania de la vereda al casco urbano.

Como resultado de este estudio se obtuvo una prevalencia de 26,25% de casos
positivos, y 73,75% de casos negativos. Cifras distantes a las de un estudio realizado
en la ciudad de Cali, donde de 101 pruebas de ELISA realizadas en sangre de caninos
para analisis diagndstico especifico de E. canis, el 49,5% resultaron positivas, y el
50,5%, negativas (Silva et al., 2008); el mayor porcentaje de casos positivos se debe a
la especificidad de la prueba ELISA en la confirmacién de E. canis; de los casos
positivos se encontré que por raza se presenta mas en criolla (22,5%), y es menor en
Pastor ovejero, Pincher y Poddle (cada una 1,25%), y seronegativas en Labrador y
Cocker; sin embargo, hay que sefialar que estos resultados se dan debido a que la
mayoria de caninos muestreados eran de raza criolla (75 animales), y sélo habia un
animal de cada una de las otras razas, por lo cual el porcentaje para estas ultimas no
fue muy importante, comparado con resultados obtenidos en otros estudios, en donde
la raza labrador presento positividad del 7,9%; Podle, del 7%; Cocker y Criollo
(mestizo), del 2,97% (Silva et al., 2008). Del 26,25% de casos positivos, un 16,25%
eran machos y un 10%, hembras; estos resultados muestran una elevacion en la
frecuencia de presentacion en animales machos respecto a las hembras, lo que ya
observo Burke y Cunha (2004), quienes reportan que los machos son mas afectados,
en proporcion 4:1, que las hembras, sin que exista una explicacion clara de la causa;
resultado que coincide con Ortegon et al. (2004) y Ettinger (1997), quienes
encontraron predisposicion de los hemoparéasitos por canes machos. A pesar de que
no hay relacién entre la edad de los animales y la presentacion de la enfermedad
(Sainz et al., 2000), en este estudio se encontro que se presentaron animales positivos
en todos los grupos etarios; sin embargo, el grupo més afectado fue el de los animales
de edad adulta (3 y 5 afios), debido, posiblemente, a que la mayoria de los caninos

muestreados estan en este rango de edad.

Romero, L. y cols (2013) en su estudio “Evaluacion del diagndstico de
Ehrlichiacanis mediante frotis sanguineo y técnica molecular en perros de Costa
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Rica” el cual tuvo como objetivo general fue comparar y evaluar la técnica
microscopica de cuerpos de inclusion en frotis sanguineos con la técnica molecular de
PCR anidado para determinar la sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo
y valor predictivo negativo del frotis sanguineo comparado con los resultados
obtenidos en la técnica de PCR, asi como determinar caracteristicas de los animales y

valores hematoldgicos asociadas a la presencia de E. canis.

Un total de 300 muestras de sangre canina fueron recolectadas, entre octubre 2012
y octubre 2013, en diversas clinicas veterinarias y laboratorios de analisis clinicos
veterinarios del Valle Central, procedentes de perros con sospecha de sufrir
ehrliquiosis, basado en el cuadro clinico que presentaban los animales y en el
diagnostico de inclusiones leucocitarias compatibles con Ehrlichiaspp.En resumen, se
realiz6 la extraccion de ADN con WizardGenomicPurification Kit (Promega). El
ADN se sometié a un primer PCR para amplificar un segmento de 478-480 pb,
correspondiente al gen 16S ARNr, utilizando los cebadores ECC y ECB, seguido del
PCR especie-especifico empleando los cebadores ECAN5S y HE3. Las reacciones
comprendieron 12.5 ul de Méster Mix (Fermentas), 0.2 uM de cada cebador, 1ul de
ADN y agua libre de nucleasas (Fermentas) para completar una reaccion de 25 pl. El
protocolo empleado fue de 2 minutos iniciales de desnaturalizacion a 95°C, seguido
de 40 ciclos de 95°C por un minuto, 60°C por un minuto y 72°C por un minuto,
finalizando con 72°C por cinco minutos. Los productos amplificados fueron
analizados mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5% en TBE (pH 8),
mediante tincion con bromuro de etidio y luz ultravioleta, considerando positivas las
muestras con un tamafio 389 pb. Cada muestra seacompafié de una encuesta para
recolectar informacion sobre ubicacion geografica de la clinica veterinaria de
procedencia del perro, raza, sexo, edad y sintomas clinicos. Ademas, se recolect6
informacion sobre el resultado del frotis sanguineo, hemograma y examen serolégico
(Snap® 3Dx, IDEXX Laboratorios Inc., Westbrook, Maine, USA), en caso de haber
sido efectuado. La sensibilidad, especificidad y los valores predictivos de los

resultados obtenidos en el frotis sanguineo (presencia de inclusiones) se determind

12



mediante el programa WinEpiscope 2.0, tomando como prueba de oro la técnica de
PCR.

Del total de 300 muestras sanguineas analizadas, mediante la técnica de PCR, se
detectd ADN de E. canis en 147 (49,0%) muestras; mientras que el analisis, mediante
frotis sanguineo, en busqueda de inclusiones compatibles con E. canis arrojo 178
(59,3%) muestras con inclusiones. Solamente en 103 (57,9%) de las muestras con
inclusiones fue posible detectar ADN de E. canis, mientras que en 44 (36,0%) de las
muestras sin inclusiones también se detectdé ADN de E. canis. Para la prueba de frotis
sanguineo se determin6 una sensibilidad del 70,1%; una especificidad del 51,0%; un
valor predictivo positivo de 57,8% y valor predictivo negativo de 63,9%, comparado
con los resultados obtenidos en la técnica de PCR. EIl analisis de regresion logistica
demostro, sin embargo, que animales con inclusiones reportadas en frotis sanguineos
tuvieron 2,6 veces el riesgo de ser positivos en la PCR de E. canis que muestras de

perros que no presentaron inclusiones.

Definicion de términos

Bacteria

Las bacterias son microorganismos con una célula Unica (unicelulares) relativamente
simples. Dado que su material genético no esta encerrado por una membrana nuclear

especial, las células bacterianas se denominan procariontes.

Bacterias gramnegativas

Son aquellas cuya membrana celular tiene caracteristicas que le impiden tefiirse con
el color caracteristico de la tincion de gram (azul) sino que lo hacen de un color rosa
tenue. (Tortora 2010).
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Coloracién de diff-quick

Es la tincidén de mayor empleo en citologia veterinaria, es una modificacién rapida

de los colorantes tipos Romanowsky.

Coloracion de Giemsa

Es un método habitual para el examen de frotis sanguineos, cortes histolégicos y otro
tipo de muestras bioldgicas. Este método tiene utilidad sobre todo para poner de

manifiesto las rickettsias localizadas dentro de las células huéspedes.

Técnica:

1- Cubra los extendidos con alcohol metilico durante 3 6 5 minutos, teniendo
la precaucion de no dejar que el alcohol se evapore.

2- Incline el extendido y descarte el metanol.

3- Cubralo con solucién de Giemsa diluida en proporciéon 1:10 con agua
destilada a pH 6,8. Dejarla actuar por 20 minutos.

4- Lavar con agua destilada y seque al aire.

5- Limpiar el dorso del extendido de los restos de colorantes.

6- Montar la preparacién sobre una lamina porta-objetos con una gota de
Permount o Balsamo de Canada de manera que el extendido quede entre

lamina y laminilla.

Coloracién de Wright

Es un tipo de tincion usada en histologia para facilitar la diferenciacion de los tipos
de células de la sangre. Se usa principalmente para tefiir frotis de sangre y punciones
medulares, para ser examinadas al microscopio. En citogenéticase usa para

tefiir cromosomas, para facilitar el diagndstico de sindromes y enfermedades.
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Técnica

Colocar las laminillas, con el frotis hacia arriba, sobre tapones de goma invertidos,

colocados en una bandeja de coloracién.

1-

2-

Cubrir las laminillas con solucién colorante y déjelo actuar por 1 o 2 minutos.
En esta etapa se fija el frotis en la laminilla por desnaturalizacion de las
proteinas con el alcohol metilico.

Afadir una cantidad igual de amortiguador, evitando que la mezcla se
derrame. Mezclar inmediatamente, soplando suavemente y dejarla actuar por
2 6 3 minutos. Es importante que la mezcla se efectle bien soplando sobre la
laminilla para evitar que el colorante se precipite. Un brillo metalico debe
aparecer sobre la superficie de la mezcla colorante. El tiempo éptimo para
dejar actuar la mezcla varia con cada preparacion del colorante y hay que
decidirlo probando cada nueva solucion que se prepara. Durante esta etapa se
efectua la coloracion propiamente dicha.

Inclinar la laminilla para escurrir el agua, seque al aire (nunca al calor),
limpiar el dorso de la laminilla de restos de colorante y montar la preparacion
sobre una lamina, con una gota de Balsamo de Canada o Permount, de tal
manera que el extendido quede entre laminilla y 1d&mina. No deben quedar

burbujas de aire en la preparacion.

Ehrlichia:

Orden:Rikettsiales

Familia: Anaplasmataceae

Género: Ehrlichia

Especies:Ehrlichiachaffeensis,EhrlichiaewingiiEhrlichiacanis

Ehrlichiamuris, Ehrlichiaruminantum, Ehrlichiasennetsu.
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Bacilos gramnegativos pequefios pleomdrficos, no presentan lipopolisacarido, ni capa
de peptidoglicanos, se observan inclusiones celulares con Giemsa o Wright, son
intracelulares estrictos de 0,3 um X 1,2 um, infectan monocitos, linfocitos y

granulocitos, carecen de flagelos o pilis.
Ehrlichiosis humana

La ehrliquiosis es una enfermedad bacteriana transmitida por las garrapatas, que
provoca sintomas similares a los de la influenza. Los signos y sintomas de la
ehrliquiosis van desde dolor generalizado leve hasta fiebre intensa, y generalmente

aparecen una o dos semanas después de la picadura de una garrapata. (OMS 2001)
Sistema de variables
Variable Independiente:
Técnica de frotis por capa blanca.
Variable Dependiente: Técnicas de coloracion
Operacionalizacion de las variables

Una variable es una cualidad susceptible de sufrir cambios. Un sistema de variables,
consiste por lo tanto, en una serie de caracteristicas por estudiar, definida de manera
operacional, en funcion de sus indicadores o unidades de medida (Arias, 2006)

Tabla 1. Operacionalizacién de las variables

Objetivos especificos Variables Dimension Indicadores
Evaluar los valores | Comparar
absolutos y relativos de las | dos técnicas
células sanguineas en de
pacientes sospechosos de | coloracion
ehrlichiosis para el
estudio de e Sintomas de
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Comparar dos técnicas de | Ehrlichiasp Pacientes pacientes.
., - p Dolor.
coloracion utilizadas en la
Control y
tincion de frotis seguimiento al
. . paciente
sanguineos de rutina para
el contaje y observacion de
células hematologicas.
Economia.
Costo . I
B Financiamiento.
Encontrar cual de las N Wright.
. . . echnica de .
técnicas es la que permite . Giemsa.
frotis por
una mejor observacion y | capa blanca
deteccion de la bacteria en
Efectividad.
las células sanguineas
Fuente: Zambrano (2020)
Hipotesis

La hipdtesis es una suposicion o solucion alternativa conjetural que relaciona unas
variables entre si (Arias, 2006). Estas proposiciones sencillas presentan la
caracteristica de las variables del estudio, se presentan las hipotesis que se plantean

los investigadores para su futura verificacion o validacion.

Alguna de las dos técnicas de coloracion empleadas sea la idonea para la realizacion

de frotis de capa blanca y permita aminorar los costos de reactivos del laboratorio sin

Hipdtesis de investigacion

afectar el control de calidad en el resultado.
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Hipotesis alternativa

Ambas técnicas pueden ser usadas para la observacion de la bacteria en las células

sanguineas.

Hipdtesis nula

Ninguna de las técnicas puede sustituir a la coloracion de Diff- Quick.
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CAPITULO 111

MARCO METODOLOGICO

Tipo de Investigacion

Hurtado (2010), refirié que el tipo de investigacion tiene relacion con la interrogante
de estudio en la cual se resalta lo que se quiere saber, pues esto marca el logro general
que se desea conseguir durante el proceso e identificar el tipo de investigacion. En
consecuencia el verbo a utilizar en el objetivo tiene que implicar un logro.
Especificamente, en esta investigacion se quiere comparar dos técnicas de coloracion
para el estudio de Ehrlichiaspp. Estudiando frotis de capa blanca, por lo tanto se

puede decir que esta investigacion es de tipo comparativa.
Disefio de Investigacion

La estrategia que se implementa para recolectar los datos de un proceso de
investigacion constituye el disefio (Hurtado, 2010). De tal manera, esta investigacion
es de campo, ya que los datos del evento de estudio se recolectaran en el lugar donde
acuden las pacientes para realizarse el examen diagnéstico de la ehrlichiosis,
especificamente en Centro de Diagndstico Aurilab, en la ciudad de Mérida. Con
respecto al tiempo de recoleccion de datos, esta investigacion debe ser
contemporanea, debido a que se recolectaran durante el periodo de desarrollo del

trabajo.
Poblacion y Muestra

Hernandez, Fernandez y Baptista (2004), refirieron que una poblacion es el conjunto
de todos los casos que concuerdan con una serie de especificaciones. La poblacion

conduce hacia el conjunto finito o infinito de elementos que presentan caracteristicas
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comunes con el fendmeno que se investiga. Una vez conociendo lo citado al principio
la poblacion a estudiar es finita, integrada por las pacientes con sospecha de
ehrlichiosis que acudirdn al Centro de Diagndstico Aurilab,la ciudad de Meérida,
desde octubre de 2018 hasta marzo de 2019.

Para efectos de esta investigacion, la poblacion estuvo conformada por 100 pacientes,
es decir, su muestra es calculada a través de la siguiente formula de sierra bravo
(2000).

_ N.Z2P.Q B (100)(4)(50)(50) ~ 10000000
~ (N—1e2+22P.Q (100 —1)(4) + (4)(50)(50) 10396

n

n = 96,19 pacientespara el estudio.

Leyenda

n = lamuestra

N= la poblacion

e? = errormuestral, esunafallaqueseproducealextraer
lamuestradelapoblacion, oscilaentreel 1 — 5%

P= Proporcion de elemento que representa determinada caracteristica, probabilidad de

éxito.

Q=Proporcion de elemento que representa determinada caracteristica, probabilidad de

fracaso.

Z2 = zetacritico, valorseleccionadoporelinvestigador, esdecir,

elniveldeconfianzaadaptado, eleevadoalcudrado. sisetomaunnivel
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Del 95% el coeficiente esigual a 2,entonces su valor al cuadrado2? es 4
Sistemas de Variables

En cuanto al sistema de variables, se pueden describir en la investigacion dos
variables que lo fundamentan. La primera, la Variable Dependiente (VD) que causa o
genera cambios en el grupo experimental, en este particular seran las técnicas de
coloracion de Wright y Giemsa. Como Variable Independiente (VI), que se vera
modificada por la accion de la variable antes descrita se tiene la técnica de frotis de
capa blanca, realizando ambas coloraciones podré comparar y saber cual resulta mas

eficaz y con menor gasto en el laboratorio (Martinez, Briones y Cortés, 2013).
Instrumento de Recoleccion de Datos

Los instrumentos que se utilizaran para la obtencion de la informacién deberan ser
validados por los expertos, con el objetivo de determinar la validez del contenido. De
hecho, se estima que la validez constituye el procedimiento que permite determinar la
consistencia interna de los instrumentos en cuanto a que midan lo que se propone
medir, de ahi se dice que la validez, se refiere al grado en que un instrumento

realmente mida la variable segiin Hernandez y Cols (2004).

Con los instrumentos que se aplicaran, permitirdn comparar técnicas con el evento de
estudio, referido con las técnicas de coloracion por frotis de capa blanca. Permitird
conocer la eficacia de ambas técnicas para encontrar la que sea mas sensible para el

diagnostico de la ehrlichiosis.

Posterior a la obtencion de la muestra, se procede a la realizacién de los frotis
sanguineos descritos en el capitulo anterior, y para los datos que se obtengan de dicho
analisis se utilizara la técnica de observacion directa, que Silva (2010) define como
“la técnica mas importante de la investigacion cientifica, por cuanto conecta al

investigador con la realidad, es decir, al sujeto con el objeto o problema” (p.109).
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Igualmente, dicha técnica contard con sus instrumentos, en esta oportunidad los
materiales e instrumentos a utilizar son laminas cubre y portaobjetos, tubos
capilaresparamicrohematdcrito y microscopio asi como también tabla de datos,
también denominada lista de control, que “es un instrumento que indica la presencia o
ausencia de un aspecto o conducta a ser observada” (Arias, 2006, p.70). Este
instrumento cuenta con tres columnas, en las cuales se menciona los items, resultados
obtenidos con la técnica de coloracién de Wright y resultados obtenidos con la

coloracién de Giemsa.
Procedimiento

Para la realizacion de la presente investigacion, los miembros del equipo se dirigiran
alCentro Diagndstico Aurilab donde asisten cierta cantidad de pacientes que
pertenecen a la poblacion del proyecto, el investigador se ocupara de realizar la toma
de muestras a cada paciente para asi proceder a la realizacién de los frotis sanguineos,

no existe diferencia entre pacientes en cuanto a sexo y edad.

Luego de la estructuracion del grupo experimental, se procede a la toma de muestra
de sangre venosa para realizar en el laboratorio los extendidos y frotis sanguineos y
las técnicas de coloracidn, para luego observar cual es la técnica con resultados mas
eficaces en cada paciente y registrarlo en la lista de datos. A partir de este momento,
el investigador podra realizar el anlisis de los datos obtenidos, la comparacion entre

ambas técnicas y asi la verificacion de la hipotesis anteriormente formulada.

Materiales y Métodos
Frotis de capa blanca

1-Extraer 5 ml de sangre y mezclar con anticoagulante Ethylenediaminetetraacetate
(EDTA).

2-Tomar los tubos capilares y llenarlos hasta obtener %z partes del mismo, llevarlos a
la micro centrifuga por 15 minutos.
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3-Con la ayuda de un lapiz punta de diamante cortar la parte del tubo donde esté la
capa blanca, descartando el plasma y colocarla en la lamina portaobjetos.

4-Se procede a realizar el frotis entre lamina y laminilla (libre de grasa y pulida), lugo
se realizan las coloraciones.

Disefio de andlisis

Hernandez y Cols (2010) refirieron que existe dos tipos de enfoques de investigacion:
cuantitativo y cualitativo. La metodologia cuantitativa se basa en métodos de
recoleccion de datos con medicion numérica y andlisis matematico. Por lo tanto, esta
investigacion tiene un enfoque cuantitativo, ya que se evaluaran numéricamente los
resultados de las comparaciones entre las técnicas de coloracién de Wright y
Giemsacon el fin de encontrar la que sea mas eficaz y permita disminuir costos y

preservar la calidad en el laboratorio clinico.
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CAPITULO IV

RESULTADOS Y DISCUSIONES

En este apartado se presenta el analisis e interpretacion de la informacién
recolectada, la misma se discute en funcion de los objetivos planteados:
Con respecto al objetivo especifico concerniente a :

v Evaluar los valores absolutos y relativos de las células sanguineas en
pacientes sospechosos de ehrlichiosis.
v' Comparar dos técnicas de coloracion utilizadas en la tincion de frotis

sanguineos de rutina para el contaje y observacién de células hematoldgicas.
v Encontrar cual de las técnicas es la que permite una mejor observacion y

deteccion de la bacteria en las células sanguineas.

Variable: Comparar dos técnicas de coloracion para el estudio de Ehrlichiaspp.

Dimension: costo
Tabla N° 2 Indicador: costos y efectividad

Opciones de

Efevtividad vs costos Efectividad vs costos Total
respuestas

Frecuencia | Frecuencia | Frecuencia | Frecuencia

absoluta relativa absoluta relativa FIA| FIR

Frecuencias

Efectividad
de la técnica
de la 40 42% 56 58% 96 | 100%
coloracion
Wright

Efectividad
de la técnica
de la 74 87% 12 13% 96 | 100%
coloracion
Giemsa
Fuente: Zambrano (2020)

Comprobacion de la hipotesis

La contrastacion de la hipotesis se realizo a través de la prueba del t-student.
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Planteamiento de las hipdtesis

Hipdtesis nula
Ho= Ninguna de las técnicas puede sustituir a la coloracién de Diff Quick.

Hipotesis alternativa
H;=Ambas técnicas pueden ser usadas para la observacion de la bacteria en las
células sanguineas
Modelo matematico
Ho=H;
Ho # H:
Nivel de significacion
Para la comprobacion de la hipétesis se considera un nivel de significancia del 5%
(0=0,05)
Modelo estadistico
Nivel de significacion
Para la comprobacion de la hipdtesis se considera un nivel de significancia del 5%
(0=0,05)
Modelo estadistico

Se aplica el modelo estadistico T student

_ X1-%2

- 2 2
/0_1 91
nl + n2
Donde

T= estadistico equivalente a t Student
X1= media aritmética del grupo 1
X2= media aritmética del grupo 2
o= varianza del grupo 1

oZ= varianza del grupo 2

nl=tamafo de la muestra del grupo 1

25



n2= tamafo de la muestra del grupo 2

TablaN°3 de aplicacion de la formula de t student

preguntas si no (x1—X1) (x1-%1 )’ (x2-%72) (x2-%; )°
Tabla2 144 134 -41.28 1704.03 52.15 2719.62
Total 1297 573 15027.37 10014.84
Calculo de las medias aritméticas.
=21 -1297 _ 185 28
n1 7
¥=222 =373 _ g1.85
nz 7
Célculo de las desviaciones estandar
012:\/251(:_121)2 :\/1570_217.37:1226.58 — 2033
622:\/2?(::?2 )2_ =\/1070_lf.84=10(;.07 — 16.79
Calculo de la t de student.
¢ = (1-X2 ¢ = 185.28—81,85_  103.43 _103,43_103,43_17 36
- ;:_%Jr:_z - [207£+¥ TV290+239 V529 230 '
t.=44,96
Calculo de los grados de libertad.
<‘7_%+‘7_%>2 2033, 16.79\2 37,12\2
C ) ey @
= 2 2 o3 2 —(20.33)2 (w)z ~(11,48+7,83) 2,75
nl nz
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CAPITULO V

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

CONCLUSIONES

En el 87% de los frotis realizados la técnica de coloracion de Giemsa fue mas
efectiva en comparacion con la de Wright.

Se encontr6 que la coloracién de Wright, deja precipitados en los frotis
sanguineos.

La técnica de coloracion de Wright si puede ser usada para la observacion de
morulas sugestivas de Ehrlichiaspp.

Al poder utilizar la técnica de coloracion de Wright, disminuirian los costos
de reactivos en el laboratorio, por ser esta coloracién mas economica que la de
Giemsa.

El financiamiento para el laboratorio seria con unos costos menos elevados a
la hora de presupuestar la compra de los reactivos.

Los frotis coloreados con Giemsa permitian mejor observacion de las
morulas.

La situacion econémica en la cual se encuentra nuestro pais es precaria, esto
obliga a los laboratorios a adquirir reactivos con un menor costo, sin dejar de
lado la calidad al dar un diagnostico y emitir resultados, al comparar estas
técnicas a pesar de que la coloracion de Giemsa es mas efectiva, se puede

identificar las morulas con la coloracion de Wright.
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RECOMENDACIONES

» Utilizar en el laboratorio la técnica mas efectiva, esta facilita un mejor

diagnostico de la bacteria.

» Evaluar la calidad al momento de emitir los resultados, puesto que para la
mejor observacién se debe realizar la técnica mas costosa.

» Analizar, en el caso de situaciones extremas en el laboratorio, en cuanto al
financiamiento, utilizar el reactivo con un costo menor, puesto que la vida del

paciente es lo primordial.
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Figura 1. Consentimiento informado

Universidad de los Andes
Facultad de Farmacia y Bioanalisis

Escuela de Bioanalisis

Autorizo la utilizacién de muestras de sangres para la realizacion del trabajo de
investigacion titulado “COMPARACION DE DOS TECNICAS DE
COLORACION PARA EL ESTUDIO DE EHRLICHIA SPP. POR FROTIS DE
CAPA BLANCA?”, llevado a cabo por Edianny Zambrano, titular de la cedula de
identidad 20.531.073, estudiante de la Escuela de Bioandlisis de la Facultad de
Farmacia y Bioanalisis de la Universidad de los Andes, como parte de su trabajo de
pregrado para optar al titulo de Licenciado en Bioandlisis. Certifico que he sido
informado con la claridad y veracidad debida respecto a dicha investigacion,
contribuyendo de manera consecuente, libre y voluntaria a realizacion del mismo.

Fuente: Zambrano 2020
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Figura 2. Coloracion de Wright

Fuente: Zambrano, 2020.

Figura 3. Coloracion de Giemsa

Fuente: Zambrano, 2020.
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Figura 4. Realizacion de frotis

Fuente: Zambrano, 2020.

Figura 5. Realizacion de frotis.

Fuente: Zambrano, 2020.
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Figura 6. Coloraciones.

Fuente: Zambrano, 2020.
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