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RESUMEN ABSTRACT

La ehrlichiosis es una enfermedad sistémica aguda, Ehrlichiosis in animals and humans in Venezuela
ransmitida por garrapatas v producida por microor- Ehrlichiosis is an acute svstemic disease transmitted
ganismos del genero Ehrlichia. familia Rickensiaceae: by tickbite and produced by microorganisms of the
mfecta a una amplia variedad de animales domeésticos, geniis Ehrlichia of the family Rickettsiaceae. It infects a
salvajes v al hombre. Fué descubierio inicialmeme en wide variety of domestic and wild animals as well as
perros, habiendose identificado el primer caso humano men. It was found initally in dogs and detecred in
en los Estados Unidos en el ano de 1986, Se han humans, for the first time in ULS.AL in 1980, There are
descrito diferentes especies, de acuerdo al hospedador been deseribed dilferemt species according o the hosi-
(que parasita. tropismo celular v veetor. El propasito de ess, the cellular tropism and veetor. The purpose of this
este trabajo preliminar ha sido la identificacion mor- preliminary. work has been: a) the morphological iden-
fologica del germen en extendidos sanguineos de perros tification of the parasit in blood samples taken from
v humanos. Otra intencion, fue dar a conocer, al equipo dogs and humans. b} 10 make this illness known in the
de salud, la existencia en el pais de esta enfermedad v country and ¢} w alert animals owners abou i Lp 1o
alertar a los duenos de animales sobre la posible zoono- the present a total of 103 blood samples have been
sis. Hasta el momento se ha estudiado un total de 103 studied: 50 samples from dogs infested by tick and
muestras de sangre, distribuidas asi: 50 perros infesta- attended in different vewerinarian elinies of Caracas and
dos por garrapatas provenientes de distintas clinicas Maracay: 25 samples from people who have been in
veterinarias de Caracas v Maracay, 25 muestras de per- contact with infected dogs, and 20 samples of people
sonas que tuvieron contacto con perros infectados v 20 who apparemtly  haven't been in contact with infected
sujetos sin contacto aparente con animales (controles), animals, At this moment. hematoerit, white-cell counis.
Se realizaron los siguientes examenes: hematocrito, morphology of peripheral blood, platelets concentra-
contaje de globulos blancos, estudio de frotis de sangre tion. smears studies  and  (uorescent  antibodies
periférica v de concentrado de capa blanea, v deteceion techiques, are being made,
de anticuerpos mediante nmunofluorescencia indirec- Findings: the parasit has been found in 32% of the
ta, en sueros humanos. Resuliado: se identifico el studied dogs and in 45% of humans,
parasito en el 32% de los perros estudiados hasta el Conclusion: According 1o the findings the investiga-
momento ¥ en los humanos en el 45%. Conelusion: tion of this microorganism in humans may help o clar-
debido a los datos arrojados, la investigacion de esie iy  many  cases  of  neatropenia.  idiopatic
microorganismo puede aclarar muchos casos de nen- thromboeviopenia as well as febrile syndromes of unex-
tropenias v trompocitopenias idiopaticas, ast como de plained etiology,
sindromes febriles sin explicacion. KNEY BWORDS: Canine eheliclioses, hman ellichiosis,

PALABRAS CLAVES: Ehrlichiosis canina, Fhirlichiosis Fhrlichia platys, Ehelichin canis, laboratory diagnostic,
humana, Ehelichia platys, Ehelichia canis, dingnastico
de laboratorio. INTRODUCCION

Datos recientes indican que la Ehrlichia canis v/u otra

Este rabajo compartio el premio al mejor trabajo libre especie  estrechameme  relacionada. prove "‘_“" on
ORTHO DIAGNOSTIC otorgado durante la celebracion humanos una enfermedad febril aguda. La ehrlichiosis
de las VI Jornadas Cientdficas de la 5.VBE. fué observada inicialmente en perros (Donatien v eol..
v Il Jornadas Colegio Bioanalisias Edo. Mérida, 1935) habiéndose detectado el primer cazo en humano,
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en los Estados Unidos, en el ano 1986 (Maeda v cols.,
1987 ) a partir de enmtonces mas de doscientos cazos
humanos han sido identificados en ese pais. Se han
deserito diferentes especies, de acuerdo al hospedador
que parasita, tropismo celular v vector: E. canis
(Walker v cols.. 1970, Maeda v cols. 1987), £, risticii
(Robl 1985, Holland v cols., 1985 ), L. equi (Stannard
v cols,, 1969, Madigan v col., 1987 ), E. phagoeytophi-
la. {Aronson v cols.. 1990}, E. sennetsu (Misao v col.,
1955, Fukuda v cols.. 1954, Ristic v col., 1984), E.
platys (Harvey v cols.. 1978, Simpson v cols., 1991) v
E. chaffeensis {Dawson v cols., 1991},

Donatien v col.. 1935, describen el microorganismo
por primera vez en Argelia en perros v lo llaman
Rickettzia 1945,

Ehrlichia canis, en honor al famoso bacteriologo

anis. En fué¢ renombrada como
aleman Paul Ehrlich. Posteriormente en Japon. en el
ano 1954, se aisla E. sennetsu en una persona con sin-
drome parecido a mononucleosis infecciosa (Misao v
col., 1955}, En 1957, es reconocida la enfermedad en
perros de Aruba, por Bool v Sutmoller, luego. en 1969,
ex detectada también en Oklahoma por Ewing. En ese
mismo ano, Huxsoll v cols., identifican al microorganis-
mo como causante de enfermedad hemorragica fatal en
perros militares norteamericanos, en Vietnam, En
1973, Clawson, reporta en perros, su presencia dentro
de plaquetas, v posteriormente Fajardo {1974) publica
similares hallazgos,

En 1973, Kallick v cols.. deseriben un agente pareci-
do a Rickettsia, la cual podia haber sido una ehrlichia,
en un paciente humano con defecto en médula Gsea,

Fn 1978, Harvey y cols., la aislan de la sangre de un
perro, en Florida, encontrandose localizada en el inte-
rior de plaquetas, produciendo en el animal romboei-
topenia ciclica.

En 1980, Hemelt v cols.. realizan propagacion seria-
da de E. canis.

En 1986, en L.S.A. Maeda v cols.. (1987) hacen la
primera v mejor deseripeion de infeccion por Fhrlichia
canis en humanos.

En 1988, Pearce y cols.. reportan un caso de hipopla-
sia de médula dsea. en un paciente con estudio positivo
para K. canis, mediante téenica de inmunofluorescencia
indirecta, siendo negativo para leptospira, brucella,
tularemia, toxoplasmosis, mononucleosis infecciosa,
hepatitis tipo A v B, v otras infecciones ricketisiales (R.
rickettsii, R, tyvphi, v Coxiella burneti.}). Ese mismo
ano, ¢l Centro de
Universidad de Oklahoma, LS. A, reporta que la enfer-

Control  de  Enfermedades.

medad es similar a la hebre moteada de las Montanas
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Rocosas, excepto que solamente el veinte por ciento de
los pacientes con ehrlichosis humana, presenta un
salpullide (C.D.C. 1988).

Posteriormente. Dawson v cols. {1991). mislan v
caracterizan la E. chaffeensis.

En 1992, se reporta el primer caso de ehrlichiosis
humana adquirido fuera de los Estados Unidos, pre-
sumiblemente en Mali, pais situado al noroeste de
Africa. fronterizo con Argelia; el diagnostico fué reali-
zada coando la paciente de 24 anos retorno a
Norteamériea vy se eree fué causada por E. chalfeensis
(Uhaa y cols. ).

La Ehrlichia ¢s una bacteria intracelular obligatoria,
aramnegativa, de forma cocoide o elipsoide, pero fre-
cuentemente pleomarfica que mide entre 0.2 v 0.8 um
de diametro, localizindose en el interior de lencocitos v
plaquetas circulantes. Es el agente causal de la ehrli-
chiosis. Pertenece al orden Rickettsiales, familia
Rickettsiaceae, género Ehrlichia. Las  diferencias
antigénicas que se han detectado v el tropismo para
cierto tipo celular, son caracteristicas fenotipicas que
han permitido distinguir varias especies (F. cams, E.
sennetsu. E. risticii, K. phagocytophila, E. equi, E,
platys, v recientemente, L. chaffeensis). Las especies
patogenas para el hombre, son;

- La E. sennetsu. aislada en Japon en 1954, en un
paciente con sindrome parecido a mononucleosis infec-
ciosa (Mizao y col., 1955),

- La E. canis, primer caso en humano reportado en
LL.S.AL con diagndstico confirmado por estudios mor-
fologicos de leucocitos v por pruebas serologicas
(Maeda v cols.. 1987). El paciente presentd sintomas
parecidos a la hebre moteada de las Montanas Rocosas.

- La I, chaffeensis. recientemente aislada v caracte-
rizada {Dawson v col. 1991 ¢ identificada en una
paciente de 24 anos, en los Estados Unidos, siendo el
primer caso importado de una nueva forma de ehrli-
chiosis, adqguirida probablemente en Mali.

La ehrlichiosis humana presemia un periodo de
incubacion entre 7 v 21 dias. Los sintomas caracteristi-
cos son: fiebre. dolor de cabeza, naisea. pérdida de
peso, escalofrio, falta de apetito, anemia. levcopema v
rrombocitopenia: se puede confundir con una enfer-
medad gripal o con mononueleosis infecciosa, también
pueden presemtarse complicaciones gastrointestinales,
bradicardia. erupeiones en la piel, linfadenopatias,
encelalopatia. epistaxis, hepatitis, esplenomegalia, new-
monitis, vasculitis, flebitis, glomerulonefrits, La quimi-
ca sanguinea es normal excepto por elevacion de las

transaminasas sericas, osfatasa alealina. ereatinina.



dehidrogenasa lictica v bilirrubina. Simultineamente
con la trombocitopenia se produce un incremento del
diametro de las plaquetas {megatrombocitos), (Smith v
cols. 1975).

La particula infectante, de aproximadamente 0.5
micras de didametro, cuando permanece solitaria es
denominada “CUERPO ELEMENTAL”™ localizandose
en el interior de leucocitos v plaquetas incluida dentro
de una vacuola, siendo posible pero dilicil de identificar
en [rotis ﬁ{lllgll;llt*iﬁ coloreados con 'i";"riglu. Fstos cuer-
pos clementales se mullip!iruu dentro de la vacuola,
f‘ AT I“ i[l"l“ﬁ i{.l Mnes i “"lélilulillh I‘I("Ilulﬂi"“{iuﬁ
“CUERPOS INICIALES™, que luego dan origen a una
"MORULA™ o inclusion madura, que mide entre 2 v 5
micras de diametro v son mas facilmente visualizadas al
microscopio de luz, pudiendo estar constinmida por un
nimero variado de microorganismos (de 5 a 20 6 mas).

(Fig. 1y 2).
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Representacidn esquemdtica del ciclo de desarrollo de la Erhlichia canis en una
cilula infectada (McDade 1990, modificado par Tami 1994)

La infeccion ocurre cuando la garrapata {probable-
mente Rhipicephalus sanguineus) ingiere sangre de su
|In~.-p1'dl'l‘l:l ¥ libera en el sitio de alimemacion seere-
ciones salivales que contienen el agente infeccioso. Una
vez introducida la ehrlichia al Organismoe, comienza un
peniodo de incubacion que dura entre 7 v 21 dias, el
cual es seguido por una fase aguda que se prolonga por
2 a4 semanas, Durante este lapso ocurre multiplicacion
secuencial del  microorganismo, demtro de las células
mononucleares sanguineas, para luego diseminarse a
las rugit‘ftiruh del bazo. higado, ganglios linfaticos v
pulmones. Las eélulas mononucleares infectadas se
adhieren a los endotelios vasculares |J'l"l'llllli‘i1"ll{l‘.'l Vils=

culitis. o migran hacia otros trrjir.ln:-; induciendo una
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FIGURA 2

FIG 2- a) Representacion esquemdtica de una plaguata contenisndo un Microot -
ganisTo {una subunidad) b) Representacidn esquemdtica de una plagueta conte-
MIENGD Un MCroorgansmo (Siete subunadades) (Harvey y col. 1978, modificaco por
Tami 1994) (Aumento x 20 000)

respuesta inflamatoria. Despudés de esta fase aguda de la
enfermedad. se pasa a una subelinica. la mavoria de las
veces, la coal se carncteriza por una persistente estimu-
lacion antigénica, rara vez se observan signos clinicos,
para luego pasar a una fase eronica de la enfermedad la
cual pumh* ser leve o severa, dependiendo del sistema
inmunelogico del individuo  (MeDade, 1990,

El objetivo de este trabajo preliminar ha sido, en
primer lugar, la idemilicacion morfologica del |'.=ur|i.ni1n
en frotis de sangre de perros v humanos. Orra intencion
fue dar a conocer al cquipo de salud la existencia en ¢l
pais de esta enfermedad v en tercer lugar, alertar a los
duenos de animales sobre la posible zoonosis.

MATERIAL Y METODOS:

MUESTRAS:

Hazta el momento se ha estudiado un wral de 105
muestras de sangre, distribuidas por grupos:

1} 50 perros parasitados por garrapatas, provenientes
de distintas elinicas veterinarias de Caracas v Maracay,

1) 33 personas que tuvieron contacto con perros
parasitados,

HE} 20 individuos sin conmacto aparente con animales

i %
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METODOS:

Se realizaron los siguientes examenes de laboratorio;
Recuento v formula lencocitaria. hematocrito, concen-
tracion de capa blanea, investigacion del parasito en
frotis, inmunofluorescencia indirecta para la deteccion

de anticuerpos en suero humano.
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La investigacion del parisito se llevd a cabo exami-
nando extendidos inos de sangre |r|:"r‘irl:r‘i1‘:l VoConcen-
trado de capa blanca obtenida del hematoerito v
coloreados con Wright.

La téenica de Floorescencia Indirecta se realizd en
tubo, usando como antigeno una suspension, prepara-
da en solucion saling balameeada (PBS) pH 7.2, de ele-
mentos formes de la capa blanca de sangre. tomada con
acido etillendiaminotetraaedtico (EDTA) v sedimenta-
da, proveniente de un perro pastor alemin infectado
con Ehrlichia platvs, Como primer anticuerpo se utilizo
¢l suero humano problema diluido 1:10. incubandolo
por 30 minutos a 370 v como segundo anticuerpao, el
conjugado fluoresceinado de gammaglobulina anti-
humana, tratado en igual forma v lavindolo con PBS,
Finalmente se montd entre lamina v laminilla v =e
observd en microscopio Zeiss, equipado con fuente de

luz ultravioleta {epiilluminacion, con aumento X 1000,

RESULTADOS:

Los resultados obtenidos demostraron que: en el
grupa L se identifico el parasito en 10 de los 50 perros
estudiados [32% ).

En este grupo, 7 de los que resultaron positivo, pre-
sentaron valores bajos de hematoerito, v 2 valores bajos
de zlobulos Blancos, En el grupo 11, de las 33 personas
evaluadas 15 resultaron positivas (45%). de las coales
dos presentaron anemia v leucopenia. Mientras que en
el grupo UL, formado por sujetos que reportaron no
tener contacto con animales {con cifras de hematoerito

v globulos blancos normales). no se observo el parasito,

(0%).

RESULTADOS DE LA IDENTIFICACION DEL MICRODRGANIEMO

Grupo N"Muestras N *®Casos Positivos  %Positividad
I 50 16 32
I 33 15 45
I 20 0 0

Fn el presente estudio, se idendilicd morfolégicamente
el microorganismo en frotis linos de capa blanca san-
auinea. concentrada v coloreada con Wright, Se obser-
varon inclusiones principalmente en plagquetas (Fig. 3 v
4] v tambien en algunos linfocitos v monoeitos,
Ademas, pudimos apreciar un sistema fagocitario acti-
vo, que ingiere plaquetas infectadas por ehrlichias.
reconocidas como estranas por el sistema inmunologi-
co, con formacion de vesicula fagoeitica [fagosoma),
(Fig. 5 v Fig. 0.

P

En la investigacion observamos presencia de cario-
rhrexis, tanto de granulocitos como de linfocitos, en los
extendidos sanguineos de los perros v humanos infecta-
dos con ehrlichia,

La prueba tentativa de inmunolluorescencia indiree-
ta. realizada en suspension celular, detecto inclusiones

dentro de |:I|_ul_|ll|!'.|;zl!-j. Ve H|1L_FIII'||I.- linfocitos,

DISCUSHON

o este trabajo “preliminar” | el microorganismo que
reportamos parece tener preferencia por las plaquetas,
mis que por otro tpo de célula sanguinea. Los reportes
en humanos citados en la bibliograhia. mencionan que
los pacientes con ehrlichiosis, presentaron anemia, leu-
copenia v trombocitopenia, v en el frotis de sangre peri-
ferica observaron inclusiones en el citoplasma de los
leucocitos. sugestivo del microorganismo, pero no indi-
caron haber detectado inclusiones en plaguetas, a pesar
de que presentaron cifras bajas en cireolacion. La infec-
cion aguda en perros, tanto por E. platys como por .
caniz, también se ha descrito que provoea anemia, len-
copenia v trombocitopenia (Harvey v cols., 1978
Baker v cols., 1986,

1 método de concentracion de la capa blanca san-
suinea v la coloracion empleada. asi como la reali-
zacion de frotis finos en laminilla, v el uso de un
microscopio de excelente optica. nos permitio detectar
con mayor facilidad v rapidez el parisito.

Con respecto al vector de la ehrlichiosis humana. no
ha sido identificado. Todas laz evidencias sugieren que
la infeccion no se transmite directamente de perros a
humanos. Se sabe que el veetor biologico de la
Fhrlichia canis es una garvapata {Rhipicephalus san-
auinens ). v el de la B, platys, parece no ser el mismo.
segun lo alirman estudios realizados por Simpson v
cols. 1991, por lo que se requiere realizar mas estudios,

Smith v cols. 1975, demostraron una incrementada
destruccion plagquetaria. causante de trombocitopenia.
en los caninos infectados: dicha destroceion ocurre
principalmente en el bazo v es similar a la que se pro-
duce en la piarpura trombocitopénica idiopatica media-
da inmunalogicamente, en el hombre,

El diagnistico de ehrlichiosis se estableee por los sig-
nos v =intomas compatibles con la enfermedad v por
una historia de picada de garrapata. Esto es conhirima-
do por pruebas de inmunofluorescencia indirecta para
detectar anticuerpos, contra alguna de las diferentes
especies aisladas,

Con mucha frecuencia observamos. en los perros

estidliados, inclusiones en los eritrocitos, semejantes a



. .
FIG. 3-
Plagueta canina infectada con Enrlichia platys. Frolis ce capa blanca concentrada,
ooeeado con Wright (Microscop@a dplica x 1000)

FIG. 5-
Maonocite humang fagocilando una plagueta. Colarazion d¢ Wrigth, (x 1000}

los cuerpos de Howell lolly [representan resto de
nicleo), Revisando la literaturn. vemos QU s reportan
inclusiones en l'.'hllilhllluh |'|'.tju.-. I}:il'l‘l_‘il’li’l_'-. a F. CH=, e
infeccion rickensial de canado vacuno por Anaplasma
marginale.

En el presente estudio. ob=ervinmos monocitos [:t;:m‘ia
tando plaguenas fque contenian cuerpos de inclusiones,
Se reporta que en la fagocitosis de elirlichias no ocurre
la fusiin entre lisosoma v fagosoma. con la subsiguiente
descarga del contenido lisosomal de hidrolazas dcidas
otros agentes microbicidas. por lo que ellas aprovechan
para multiplicarse v al final destrair la eclula infectada,
quedando en libertad para infectar rapidamente otras
celulas, evitando asi la exposicion al medioambiente
extracelular. La replicacion se realiza por fision binaria.
(MeDade 19907,

CONCLUSIONES

La idemificacion. en nuestro pais, del  género

I':!Irlil‘hill. (] hl:llllillllll.-u. ks ”.l""i.'“ H L'[ llrrw-'iul;u] |_||'
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FIG. 4-
Plaguela humana infeclaza con Ehelichia. Frotis e capa blanca concentrada, colo-
reado con Wrigh? {Miciostopia aptica x 1000)

FIG. 6- Monocito, gel misma paciente de L figuara anterior, presentando en su cilo-
plasma una plagueta inteciada incluida derdro oe una vesicula tagociica (faposoma)

realizar estudios adicionales, wanto clinicos como NUE
demiologicos, para determinar distribucion, pn-x'ulru-
cia v enfermedad. ademas de la demostracion del veetor
rransmisor v estudio de diferentes ammales reservorios
del parasito.

Por otro lado, perfeceionar los métodos dingnosticos
para su aislamiento v educar a la poblacion acerca de
medidas preventivas prara la eliminacion del transmisor,
Desde el punte de vista clinico. la idemibicacion del
microorganismo en humanos, podeia aclarar muchos
casos de newtropenias, trrombocitopenias idiopuiticas,
ast conne de sidromes febriles sin explicacion. Debido
a que la parasitemia es, con freenencia baga en las pla-
quetas v leacocitos circalantes, La wdentificacion el
mismo resulta dificil v consume mucho tempo, as
morulas, que zon las mas faciles de visnalizar. por 1o
ceneral, se pueden presentar en forma transitoria v
una baja concentracion. Por todo o expiesto se
recomicnda ¢l cmpleo de immunodiagnastico: medianie

immmofluorescencia indiveeta, especialimente para por-
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tadores  asintomaticos (erdnicos). Ademis, reciente-
mente han sido wilizadas téenicas de inmunoensavo
enzimitico (ELISA) y de amplificacion genética, (reac-
cion en cadena de la polimerasa - PCR). para detectar
el agente humano de la ehrlichiosis, en muestras de san-
gre provenientes de pacientes seropositivos. Este pro-
cedimiento puede  presumiblemente  identificar

diferenciar las chrelichiosis humanas.
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