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Ehrlichia platys: PREPARACION DEL ANTIGENO Y USO DE LA
TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA (IFI) EN
CANINOS Y HUMANOS

Ehrlichia platys: Antigen Processing and Use of the Indirect Fluorescent Antibody Test (IFA)
in Canines and Human

RESUMEN

Con la finalidad de preparar frotis de antigenos para la
realizacién de la técnica de Inmunofluorescencia Indirecta (IFl),
un perro sano esplenectomizado fue inoculado con plasma rico
en plaquetas (PRP), el cual contenia una cepa de E. platysy
otro perro sin esplenectomizar se infectd en forma natural
mediante picadura de garrapatas. Se modificé la técnica
descrita por French y Harvey para la preparacion del antigeno
de E. platys y se obtuvieron frotis antigenos de excelente
calidad. Se realizaron contajes plaquetarios, valoracién de
parasitemias y titulos de anticuerpos cada 7 dias durante el
periodo de estudio (3.5 y 3 meses respectivamente). Los
titulos maximos obtenidos de anticuerpos anti-E. platys fueron
1:1600, estos titulos disminuian parcial o totalmente al aplicar
tratamiento con Doxiciclina. Para la estandarizacién de la
prueba se usaron, ademas de los sueros de los perros
experimentales, 30 sueros de perros de la ciudad de
Maracaibo positivos y negativos a E. platys en frotis de capa
blanca. Diez y siete de ellos fueron negativos a IFl y trece
positivos. Se utilizé el antigeno para evaluar un lote de 30
sueros humanos, a los cuales se les habia observado
Ehriichias plaquetarias semejantes a E. plalys, todos resultaron
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negativos, concluyéndose que no existe reaccion cruzada
entre ellas. Asl mismo, se demostrd la presencia de Ehrlichia
platys en las plaguetas del PRP de perro usando la técnica de
microscopia de transmisién.

Palabras clave: Ehriichia platys, inmunofluorescencia, IFl, ca-
ninos, humanos, microscopia electrénica.

ABSTRACT

In order to prepare antigen slides to perform the indirect
fluorecent antibody test (IFA), a healthy splenectomized dog
was inoculated |.V. with platelet rich plasma (PRP), containing
an strain of E. platys. Another dog without splenectomy was
naturally infected trough tick’s bite. The French and Harvery's
technic for E. platys antigen slides was modificated and
excelent quality antigen slides were obtained. Platelet counts,
parasitemia and anti-E. platys antibodies titles every seven
days during the study (3,5 a 3 months respectively) were
perform. The highest title obtained was 1:1600; title decrease
partially or totaly after Doxicicline treatment. Serum samples
from the two experimental dogs and from 30 dogs from
Maracaibo's city (negative and positive by buffy coat smears)
were used to standarized the test. Seventeen of the serum
samples were negatives to IFA test and thirteen were positives
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Antigen was used to test a group of 30 serum samples from
humans that showed plaguetary ehrlichia similar to E. platys.
All of them were negatives and then there is not a cross
reactivity between them. Ehriichia platys in platelets from de
dog PRP was demostrated using transmission electron
microscopy technic.

Key words: Ehrlichia platys, inmunofluorescent, IFA, canines,
human, electron microscopy.

INTRODUCCION

La Trombocitopenia Ciclica Infecciosa Canina (TCIC) es
una enfermedad causada por una rickettsia, la Ehrlichia platys
reportada por Harvey y col. [12] en los Estados Unidos de Nor-
teamérica.

Algunos autores consideran que es una enfermedad be-
nigna [3,13,14], mientras que otros describen casos clinicos
complicados [1,10,20], muchos de ellos con sintomatologia
muy semejante a la descrita para Ehrlichiosis Canina [1,11].

La TCIC ha sido transmitida experimentalmente por in-
yeccién intravenosa de sangre conteniendo E. platys durante el
periodo de parasitemia [1,3,9,10,12,13,14]. En condicién natu-
ral, probablemente es transmitida por picadura de garrapatas
(Rhipicephalus sanguineus) [13,14,18] y otros artrépodos
[13,18], aunque no pudo demostrarse que la garrapata se man-
tuviera infectada por muchos dias [18], tal como ocurre en el
caso de la Ehrlichia canis [11,18]. La enfermedad se caracteri-
za por causar parasitemias y trombocitopenias subsecuentes,
gue ocurren a intervalos de una a dos semanas
[10,12,13,14,20].

La parasitemia causada por la enfermedad ha sido usa-
da como método de diagndstico, en especial cuando las pla-
guetas infectadas se concentran al realizar un frotis de capa
blanca; sin embargo, en momentos donde la parasitemia no
esta presente, el diagnéstico debe realizarse por demostracion
de anticuerpos anti-Ehrlichia platys usando la técnica de Inmu-
nofluorescencia Indirecta (IFI) [13,14,15].

Asi como los perros se ven afectados por Ehrlichias leu-
cocitarias y plaguetarias, los seres humanos también pueden
ser infectados por el genero Ehrlichia. Desde 1986 se describe
en seres humanos una enfermedad que inicialmente se creyé
era causada por Ehrlichia. canis y que posteriormente se evi-
dencid gue era causada por otra especie, la Ehrlichia chaffeen-
sis [4]. Numerosas publicaciones se han realizado describien-
do, clinica, hallazgos de laboratorio, métodos de diagndstico y
epidemiologia de la enfermedad [4,6,7]. En un 85% de los ca-
sos humanos se ha demostrado la exposicién a garrapatas o la
picadura de estas [8]. En la Unidad de Investigaciones Clinicas
de la Facultad de Ciencias Veterinaria de La Universidad del
Zulia (UIC-FCV-LUZ) en Maracaibo-Venezuela, desde 1992 se
ha estado observando en plaguetas humanas, cuerpos seme-
jantes a los descritos para Ehrlichia platys en perros [2], aso-
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ciados a la diversa sintomatologia descrita en la literatura para
la Ehrlichia chaffeensis [6,7,8].

Los objetivos de esta investigacion fueron: preparar anti-
genos de Ehrlichia platys con una cepa de la regi6n para el
diagnéstico serolégico; con los antigenos obtenidos aplicar la
técnica de IFl a una poblacién canina de la ciudad de Maracai-
bo, asi como a un grupo de sueros humanos, a fin de compro-
bar si existe reaccion cruzada entre la cepa de Ehrlichia platys
y la presente en los casos humanos y utilizar la técnica de mi-
croscopia electrénica de transmisién para cerciorarse si el ma-
terial plaquetario observado en microscopia de luz correspon-
dia a Ehrlichia platys.

MATERIALES Y METODOS

Animales

Dos perros de la raza Boxer, de la misma camada y de 8
meses de edad fueron empleados para la ejecucién de este
ensayo. Los animales presentaron valores hematoldgicos den-
tro de los limites normales; fueron serolégicamente negativos a
Ehrlichia canis, mediante |la técnica de Inmunofluorescencia In-
directa (IFl), usando como antigeno la cepa DH82 infectada
con Ehrlichia chaffeensis, cedida gentimente por Jaqueline
Dawson, CDC (Center Disease Control) Atlanta., E.U.A.

Uno de los perros fue esplenectomizado, mientras que el
otro se mantuvo intacto; a ambos diariamente se le tomaba
una muestra de sangre con anticoagulante EDTA (Etilendiami-
no Tetraacetato de Sodio) y sin anticoagulante. A las muestras
con anticoagulante se les realizaba hematologfa completa in-
cluyendo el contaje plaguetario, para lo cual se utilizé el méto-
do de Oxalato de Amonio al 1%, en un microscopio con con-
traste de fase (Axioskop-Zeiss), tal como lo describe Schalm
[17]. También se realizé la evaluacion de la parasitemia en am-
bos perros mediante la observacién de frotis sanguineos tefi-
dos. A las muestras sin anticoagulante se le extrajo el suero y
se inactivo a 56°C por 30 minutos. Se aplico la técnica de IF,
preparando diluciones de suero 1:10; 1:100 y luego hasta
1:12.800.

Inéculo

El inéculo fue obtenido de muestras de sangre de cani-
nos de la ciudad de Maracaibo, recibidas en el Laboratorio de
Diagnostico Clinico de la Policlinica Veterinaria, Universidad
del Zulia (LDC-LUZ); ellas contenian altas parasitemias de
Ehrlichia platys a la observacién de frotis sanguineos tehidos.
El plasma rico en plaquetas (PRP) fue separado y preservado
con glicerol al 10%, en una solucién de Buffer Fosfato de Sodio
(PBS) pH 7.4, a mezclas iguales [12], asi los inéculos fueron
almacenados en nitrégeno liquido hasta su utilizacion.

Preparacion del antigeno

Al perro esplenectomizado se le inyecté 3 ml de un ing-
culo de Ehrlichia platys, por via intravenosa. Al otro perro no se



Revista Cientifica, FCV-LUZ / Vol. VII, N® 1, 99-109, 1997

le esplenectomizé ni se le inoculd, adquiriendo el agente por
exposicion natural a garrapatas (Rhipicephalus sanguineus), al
mantenerse en el mismo ambiente con su hermano, ya que en
un clima célido como el de la ciudad de Maracaibo es dificil el
control de las mismas. Al inicio del estudio los perros estaban
limpios de ellas, pero posterior a la inoculacién ambos perros
fueron observados parasitados por garrapatas, por lo que a los
16 dias el perro no esplenectomizado mostro E. platys.

Varios intentos de preparacion de antigenos se realiza-
ron en un periodo de 98 dias en el perro esplenectomizado y
52 dias en el no esplenectomizado, mientras se realizaban
ajustes a la técnica de French y Harvey [9]. Para controlar las
parasitemias durante este periodo hubo la necesidad de utilizar
Doxiciclina 200 mg cada 24 horas por 5-10 dias.

Al alcanzar el pico de parasitemia en ambos animales,
se recolectaron 100 ml de sangre de la vena yugular, utilizando
tubos que contenian EDTA en forma liquida. Las muestras fue-
ron centrifugadas (DAMON, IEC DIVISION) a 700 r.p.m. a tem-
peratura ambiente durante 15 minutos, para obtener el plasma
rico en plaquetas (PRP).

El PRP fue transferido a tubos plésticos de polietileno y
centrifugados a 2500 r.p.m., por 10 minutos a temperatura am-
biente, obteniéndose de ésta manera el tapén plaquetario. El
plasma sobrenadante fue separado del tapon plaquetario para
su inactivacion a 56°C, se centrifugé para separar el fibrinége-
no, fue envasado en alicuotas y luego congelado a -70°C (RE-
VCO) con la finalidad de realizar futuras determinaciones y las
titulaciones correspondientes.

El tapon plaquetario fue resuspendido en Buffer Fosfato
de Sodio (PBS) pH 7.4, a un volumen igual al del tapén, centri-
fugandose a 2500 r.p.m., por 10 minutos a temperatura am-
biente y descartando el sobrenadante; este procedimiento se
llevé a cabo dos veces. Al tapén plaquetario final se le agregd
Buffer Fosfato de Sodio (PBS) pH 7.4, hasta ajustar el contaje
plaguetario a 125.000 plaquetas/pl.

Se dispensaron 5 pl de la suspension final en laminas
portaobjetos, estériles, que contenian 12 celdas de 5 mm de
diametro (Cel- Line Associates INC, New Jersey, U.S.A)); las
laminas fueron secadas en campana de flujo laminal y fijadas
por inmersién en acetona absoluta por 10 minutos a tempera-
tura ambiente. Nuevamente se secaron y se almacenaron en
porta laminas plésticos a - 70°C.

Estandarizacion de la técnica de Inmunofluorescencia
Indirecta (IFI)

Las laminas con los antigenos fueron retiradas del con-
gelador y descongeladas en una campana de flujo laminal por
30 minutos. Los sueros fueron descongelados a temperatura
ambiente y diluidos. Con una pipeta multicanal se dispensaron
20 pl de los sueros diluidos a las celdas correspondientes de la
lamina antigeno. Las ldminas fueron incubadas a 37°C, por 30

minutos en una estufa humidificada, lavadas 2 veces con PBS
pH 7.4 a 4°C y secadas.

Una vez secas, se agregd 20 pl de conjugado de Conejo
Anti-inmunoglobulina G de perro con Isotiocianato de Fluores-
ceina (Kirkergaard & Perry Laboratories, INC) a una dilucién de
1:40. Luego fueron incubadas a 37°C por 30 minutos en una
estufa humidificada, se lavaron dos veces con PBS pH 7.4 a
4°C y por ultimo con agua destilada a 4°C.

Nuevamente fueron secadas y montadas con glicerol
para su observacion en un microscopio con luz ultravioleta
(Axioskop-Zeiss), bajo el objetivo de inmersién 100x.

Deteccion de anticuerpos en caninos y humanos

Para la estandarizacién de la técnica se utilizaron 2 sue-
ros de referencia cedidos por la microbiéloga Jacqueline Da-
wson, del C.D.C. de Atlanta, USA, negativos a E. chaffeensis,
E. ewingiiy a E. plaiys; ellos fueron diluidos 1:10, como sueros
positivos se usaron 5 procedentes de perros detectados positi-
vos mediante frotis sanguineo. Ellos fueron diluidos 1:10 y
1:100 tal como lo recomienda Franch y Harvey [9].

Se utilizé también un suero de referencia (C.D.C.) positi-
vo a E. chaffeensis para demostrar si existia o no cruce antigé-
nico con el antigeno producido.

Para realizar la curva de titulacién de anticuerpos anti-
Ehrlichia platys en los perros experimentales, se escogieron
sueros de los recolectados durante el periodo de estudio. Ellos
fueron diluidos 1:10; 1:100 y diluciones dobles hasta llegar a
1:12.800.

Se procesaron también 30 sueros de caninos que llega-
ron al LDC-LUZ. A estos caninos se les realizé un frotis de
capa blanca, el cual fue tefiido con el colorante répido Dip
Quick Stain (Jorgensen Laboratories INC-Co), con el propésito
de determinar la presencia o ausencia de la Ehrlichia platys; se
aplicé la técnica de IFl en estos sueros a diluciones de 1:10 y
1:100. De esta forma se evalué la sensibilidad de la prueba.

Se procesaron 30 muestras de sueros humanos inactiva-
dos a 56°C, provenientes de personas que habian resultado
positivas a Ehrlichias plaguetarias, en frotis sanguineos de
capa blanca. Dos sueros fueron procesados de cada persona
(agudo y convaleciente), estos sueros fueron diluidos 1:10 y
1:100, usando conjugado de conejos anti-inmuglobulinas G hu-
mana, para determinar si existia reaccién cruzada con Ehrii-
chia platys de perro. Esto nos permitié demostrar la especifici-
dad del agente.

Demostracion de Ehrlichia platys usando el microscopio
electrénico de transmision

Se obtuvo sangre en un tubo de 5 ml conteniendo EDTA
como anticoagulante. Se centrifugd a 700 r.p.m. por 15 minu-
tos para obtener P.R.P., este fue transferido a un tubo de cen-
trifuga, se le afiadio igual cantidad de glutaldehido al 0.1% y se
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incub6 a 37°C por 10 minutos. El P.R.P. fue centrifugado de
nuevo a 2500 r.p.m. por 10 minutos, para obtener el tapén pla-
quetario, se eliminé el sobrenadante y se incluy6 el tapon con
igual cantidad de glutaldehido al 3%, permaneciendo al menos
72 horas en refrigeracién (4°C). El material incluido fue llevado
al Instituto de Investigaciones Bioldgicas de la Facultad de Me-
dicina LUZ, donde se continué con el procedimiento convencio-
nal para microscopia electrénica de transmision. Los cortes fi-
nos fueron observados al microscopio electrénico y varias mi-
crografias fueron tomadas para demostrar la presencia de la
Ehrlichia.

RESULTADOS

Se obtuvieron 479 frotis de antigenos del perro esplenec-
tomizado cuando la parasitemia alcanzé el 59.1%, con un con-
taje plaquetario de 147.000 plaquetas/ul y 125 frotis del no es-
plenectomizado con parasitemia de 97.1 % y un contaje plaque-
tario de 46.000 plaquetas/ul. Todos fueron de excelente cali-
dad, evidenciados al tefiiflos con Dip Quick Stain, FIG. 1. Se
utilizoé la técnica de I.F.l. con los sueros de referencia; con los
sueros negativos se observaron las plaguetas con cuerpos ver-
de opaco. Con los sueros positivos se observaron las plague-
tas con cuerpos fluorescentes de color verde manzana brillante.

Al realizar la técnica de IF1 con los sueros obtenidos du-
rante el estudio, en ambos perros se observé claramente una

reaccion de positividad al detectar numerosas plaquetas con
cuerpos elementales o mérulas (1-4) fluorescentes, FIG. 2.

La demostracién de que los cuerpos fluorescentes en las
plaquetas, observadas en la prueba de |.F.l., eran E. platys, se
logré con los frotis sanguineos tefiidos en los periodos de alta
parasitemia, FIG. 3, donde con toda claridad se observaron E.
platys en forma de cuerpos elementales o morulas parasitando
las plaquetas. De igual forma por microscopia electrénica se
pudo evidenciar plaquetas que contenian grandes vacuolas en
cuyo interior se observaron cuerpos elementales de E. platys
aislados o en grupos. Algo caracteristico del género Ehrlichia
es la observacién de una doble membrana rodeando al agente
[12], quien muestra formas redondeadas, alargadas o arrifiona-
das, tal como puede ser observado en la FIG. 4 y 5.

Se realizé titulacion de anticuerpos anti-Ehrfichia platys
en los dos perros, FIG. 6. Los tftulos de anticuerpos aumenta-
ron durante la infeccién, pero al aplicar el tratamiento descen-
dieron en ocasiones en forma total y en otras parcialmente.
Ante nuevos retos o al suspender los tratamientos los titulos se
incrementaron alcanzando un maximo de 1:1600.

Los altos niveles de anticuerpos se presentaron por pe-
rfodos muy cortos, observandose que en la primera infeccion
los niveles de anticuerpos alcanzaron titulos de 1:400, mien-
tras que en las siguientes se duplicaron o triplicaron.

La TABLA | muestra el nimero de perros positivos y ne-
gativos a Ehrlichia platys utilizando el frotis de capa blanca y la

FIGURA 1. FROTIS DE ANTIGENO DE UN CANINO ESPLENECTOMIZADO TENIDO CON DIP QUICK STAIN. SE OBSERVAN
VARIAS PLAQUETAS CONTENIENDO CUERPOS DENSOS DE COLOR MORADO QUE CORRESPONDEN
A MORULAS DE Ehrlichia platys. 1250X.
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FIGURA 2. FROTIS DE ANTIGENO DE UN CANINO INFECTADO CON Ehrlichia platys. NOTESE VARIAS PLAQUETAS CON
MORULAS (1-3) DE COLOR VERDE MANZANA BRILLANTE EVIDENCIADAS USANDO LA TECNICA DE IFl,
ACOMPANADAS POR ALGUNAS PLAQUETAS NEGATIVAS A E. platys. 1250X

g e

FIGURA 3. FROTIS DE SANGRE TENIDO CON DIP QUICK STAIN DONDE SE PUEDEN OBSERVAR VARIAS PLAQUETAS
CON E. platys EN FORMA DE CUERPOS INICIALES (A) Y MORULAS (B). 1250X.
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FIGURA 4. MICROGRAFIAS DE PLAQUETAS DEL PERRO ESPLENECTOMIZADO. (A) PLAQUETA NORMAL, DONDE
PUEDEN OBSERVARSE VACUOLAS, SACULOS, MITOCONDRIAS Y GRANULOS ALFA, TODO INCLUIDO EN EL CUERPO
DE LA PLAQUETA, RODEADO POR LA MEMBRANA PLASMATICA BIEN DELIMITADA (ELECTRODENSA).

(B) PLAQUETA MOSTRANDO UN CUERPO ELEMENTAL DE E. platys EN DIVISION (FORMA ARRINONADA) INCLUIDO
DENTRO DE UNA VACUOLA. 22.000 X
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FIGURA 5. MICROGRAFIAS DE PLAQUETAS DEL PERRO ESPLENECTOMIZADO E INFECTADO CON E. platys. (A)
PLAQUETA DISCOIDAL DONDE SE OBSERVA MORULA CONSTITUIDA POR TRES CUERPOS ELEMENTALES, DOS
GRANDES Y ALARGADOS CON SU CARACTERISTICA DOBLE MEMBRANA (FLECHA) Y UNO PEQUENO, TODOS
INCLUIDOS EN UNA VACUOQLA. (B) PLAQUETA MOSTRANDO VACUOLA CON TRES ORGANISMOS REDONDEADOS, BIEN
DELIMITADOS POR SU DOBLE MEMBRANA. SE PUEDE TAMBIEN OBSERVAR UNA ESTRUCTURA REDONDEADA,
LIGERAMENTE ELECTRODENSA QUE PRESUMIBLEMENTE CORRESPONDE A UN CUERPO ELEMENTAL. 28300X.
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FIGURA 6. SECUENCIA DE TiTULOS DE ANTICUERPOS POR IFI, EN UN CANINO ESPLENECTOMIZADO (A), Y
NO ESPLENECTOMIZADO (B), INFECTADOS CON Ehrlichia platys. T: TRATAMIENTO CON DOXICICLINA.

técnica de IFl como métodos de diagndstico. De un total de 30
perros evaluados, 11 fueron negativos a frotis sanguineo e IF;
cinco (5) fueron negativos a frotis sanguineos, pero tenian anti-
cuerpos (positivos a IFl) y 6 fueron positivos a frotis sangui-
neos y negativos a IFl. Un total de 8 fueron positivos con am-
bas técnicas.

Ninguno de los 30 sueros humanos donde se observaron
Ehrlichias plaguetarias en frotis, resulté positivo a la técnica de IFI,
usando como antigeno nuestro preparado de Ehrlichia platys.

DISCUSION

French y Harvey [9] describen en su técnica de prepara-
cién de antigeno, el uso de sangre citratada, de igual manera
citan el centrifugar el PRP a 450x g por 3 minutos y posterior-
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TABLA |

Ehrlichia platys: ESTUDIO SEROLOGICO Y DE FROTIS
SANGUINEO DE 30 CANINOS DE LA CIUDAD DE

MARACAIBO
Positivo Negativo Total
a IFl alFl
Positivo a 8 (57.1%) 6 (42.8%) 14
Frotis
Negativo a 5 (31.2%) 11(68.7%) 16
Frotis
Total 13 (43.3%) 17 (56.7%) 30
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mente a 200x g por 10 minutos. Siguiendo ésta técnica no se
obtuvo éxito en la preparacion del antigeno, por lo que se de-
bié hacer modificaciones; asf se utilizé sangre con EDTA, ya
que las plaquetas con citrato se agregan y al usar la técnica de
IFI se hace dificil visualizar las mérulas dentro de las plaque-
tas, ya que ellas pueden ser confundidas con precipitado de
fluoresceina.

La primera centrifugacién a 1600 r.p.m. (450x g), condu-
cia al asentamiento de las plaguetas sobre los leucocitos y a la
disminucién de su nimero en el PRP, con un pobre tapén pla-
quetario final y escasas plaquetas parasitadas. La segunda
centrifugacion a 1000 r.p.m. (200x g) dejaba muchas plaquetas
en suspension con las consecuencias ya citadas.

Al reducir la primera centrifugacion a 700 r.p.m. por es-
pacio de 15 minutos se logré una mayor concentracion de pla-
quetas en el plasma sobrenadante, las cuales fueron separa-
das y asentadas usando una posterior centrifugaciéon a 2500
r.p.m. durante 10 minutos. Esto permitid que con la misma can-
tidad de sangre obtenida en los primeros intentos de prepara-
cién de antigenos, se lograra una cantidad mayor de plaquetas
parasitadas, pudiéndose obtener un mayor nimero de ldminas
antigenos, aln cuando los perros mostraban contajes plague-
tarios bajos.

La misma técnica dio muy buenos resultados para la pre-
paracién del pelet usado para microscopia electrénica. Las mi-
crografias de las E. platys de los perros del estudio son seme-
jantes a las mostradas por French y Harvey [9], Harvey y col.
[12] y por Harvey [13] en sus reportes.

En el perro esplenectomizado, los contajes plaquetarios
siempre fueron mas elevados que en el no esplenectomizado,
ésto debido a que en el Uliimo posiblemente ocurrié secuestro
plaquetario a nivel del bazo, como ha sido descrito con anterio-
ridad [11] y a la destruccién de gran nimero de plaquetas in-
fectadas (97,1%), llegando asi los contajes plaquetarios a un
minimo de 7.000 plaguetas/pl. después de cada parasitemia;
una vez iniciado el tratamiento hubo recuperacién del contaje
plaguetario, similar a lo descrito por Igual y col. [16]. Concluida
la fase experimental, los perros fueron tratados con Doxiciclina
10 mg/Kg cada 12 horas, por 15 dias, tal como lo cita Igual y
col. [16] para Ehrlichia canis, no observandose parasitemia en
los posteriores chequeos (15 y 30 dias post-tratamiento); asi
se considera que el tratamiento en esta forma, es més efectivo
que el de 10 mg/Kg/dia, citado con anterioridad [11], el cual fue
el utilizado durante el periodo experimental.

Al estudiar las curvas de titulos de anticuerpos de los pe-
rros experimeniales de French y col. [9], se puede observar
que los titulos se incrementaron a los 12-15 dias y se mantu-
vieron elevados hasta los 60 dias, aun cuando las parasitemias
se encontraban en rangos menores a 10%.

No ocurrié asi con los perros del estudio, ya que en am-
bos los titulos de anticuerpos se elevaron con las parasitemias
que siempre fueron altas, y bajaron bruscamente con los trata-

mientos. Esto hace pensar que el mantenimiento de los titulos
estd supeditado a la presencia de la Ehrlichia en sangre o en
los tejidos, y que puede ser modulada con el tratamiento. Algo
semejante pero menos acentuado, observaron Igbal y col. [16]
en su estudio de Doxiciclina en Ehrlichia canis, por lo que reco-
miendan estudios de IF| posterior al tratamiento para determi-
nar la efectividad del mismo.

Las pruebas negativas en dos oportunidades en el perro
esplenectomizado y en una ocasién en el no esplenectomiza-
do, después de la aplicacién del tratamiento, indican que el tra-
tamiento, aungue a la dosis tradicional (10 mg/Kg/1 vez al dia),
fue efectivo. La parasitemia, luego del reto natural o experi-
mental, expresa la poca resistencia del sistema inmunolégico
al agente rickettsial, lo cual hace pensar que existe una activa-
cién de la inmunidad humoral, pero los anticuerpos no ofrecen
proteccion ante nuevos retos.

Aungue Simpson y col. [18] demostraron con sus estu-
dios que el Rhipicephalus sanguineus posiblemente no sea el
transmisor de la Ehrlichia platys, la experiencia de mas de
10 afios con casos de TCIC y la observaciéon del perro no es-
plenectomizado, hace pensar que al menos en Venezuela la
garrapata es el transmisor mecanico de la enfermedad, aunque
también se ha observado 2 casos donde los animales se en-
contraban infectados con pulgas (Ctenocephalides canis) y los
duefios negaron la infestacién con garrapatas.

En los 30 perros estudiados de la Policlinica Veterinaria
de LUZ se consiguié un grupo en fase aguda con altas parasi-
temias y sin anticuerpos; otros, con parasitemia leve a modera-
da y con titulos de anticuerpos, asi como 5 (16.6%) animales
solo positivos a IFl, lo que indicaria que la parasitemia era im-
perceptible. Once (11) del total (36,6%) se encontraron negati-
vos a ambas pruebas. Al igual que en el estudio de Louisiana
realizado por Hoskins y col. [15], fue demostrado que mas del
50% de los perros muestreados en Maracaibo, fueron positivos
a Ehrlichia platys. En un anterior estudio en la misma ciudad
[1], sélo 14,5% de 55 perros estudiados estaban infectados
con Ehrlichia platys, mientras que 83,6% lo estaban a Ehrlichia
canis. En ese estudio la deteccion de Ehrlichia se realizé solo
utilizando frotis de capa blanca. En el afio 1994, en el mismo
laboratorio se encontré que el 51,5% de las muestras procesa-
das, eran positivas a Ehrlichia platys y en 1995 el 58,8% (datos
no publicados).

Dawson y col. [5] demostraron la susceptibilidad de pe-
rros a la infeccién con Ehrlichia chaffeensis, aunque ellos no
mostraban signos clinicos y la importancia del perro como re-
servorio de este agente.

El observar cuerpos semejantes a Ehrlichia platys en pla-
quetas de seres humanos condujo a investigar si era posible
que fueran los mismos; que los perros pudieran ser reservorios
de la enfermedad, pero la negatividad en las pruebas de IFl lle-
vo a la conclusién que las Ehrlichias plaquetarias humanas son
diferentes a las Ehrlichia platys. Estos resultados difieren a los
de otros autores en nuestro pais [19], quienes publicaron resul-
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tados preliminares de una investigacion. Asi, Tami y col. [19]
citan el utilizar una técnica de IF| en tubo, donde el antigeno se
preparé con leucocitos y plaquetas de capa blanca de sangre
de perro y se enfrentdé a sueros humanos. Textualmente ellos
expresan “La prueba tentativa de inmunofluorescencia indirec-
ta, realizada en suspension celular, detecté inclusiones en pla-
quetas y en algunos linfocitos”. Ellos no citan cuantas de las 53
personas, estudiadas por frotis, resultaron positivas; es extrafio
que la reaccién sea en ambas células cuando es conocido que
en perros la Ehrlichia canis y |la Ehrlichia platys, no reaccionan
en forma cruzada [11]. En el presente estudio, usando antige-
no de Erhlichia platys, ninguno de los 30 pacientes humanos
resulté positivo, como tampoco ocurrié con un total de 14
muestras enviadas a analizar en Norteamérica a través la mi-
crobidloga Jacqueline Dawson del CDC de Atlanta. En el estu-
dio de Tami y col. [19], se cita también la presencia de ca-
riorhesis tanto en granulocitos como en linfocitos infectados
con Ehrlichia en perros y humanos, lo cual no ha sido observa-
do en la gran cantidad de frotis evaluados en animales y huma-
nos en el LDC-LUZ en los ltimos quince afos, ni es reportado
en la literatura estudiada [1,6,9,11,13,14].

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

- La mejor concentracién antigénica se obtuvo modifican-
do la técnica de French y Harvey [9] en cuanto al uso de EDTA
como anticoagulante, centrifugacién a 700 r.p.m. para obtener
P.R.P. y a 2500 r.p.m para obtener el tapon plaquetario.

- Se demostré mediante microscopia electrénica que el
antigeno obtenido correspondia a E. platys.

- El antigeno obtenido tuvo una buena sensibilidad, reac-
cionando con facilidad a los sueros de referencia positivos y
negativos.

- El antigeno es especifico para E. plafys, ya que resulté
negativo al suero de referencia positivo a E. chaffeensis y a los
sueros procedentes de personas positivas a Ehrlichias plaque-
tarias.

- La Trombocitopenia Ciclica Infecciosa Canina (TCIC)
es una enfermedad bastante comun en Maracaibo.

- La prevalencia de E. platys en las muesiras que se pro-
cesan en el LDC-LUZ es mayor de 50%.

- Se observé una mayor parasitemia en el perro no es-
plenectomizado pero con un contaje plaquetario muy bajo. Lo
contrario sucedié en el perro esplenectomizado.

- Se corroboré la importancia de la técnica de IFI para
evaluar la efectividad del tratamiento contra E. platys.

- Las garrapatas son agentes importantes en la transmi-
sion de la E. plalys.
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- Las Ehrlichias plaguetarias son morfolégicamente se-
mejantes en caninos y humanos, pero serologicamente no
existe entre ellas reaccién cruzada.

- Se recomienda continuar realizando estudios morfolégi-
cos mediante microscopia electrénica, ademas de estudios in-
munoldgicos, con la finalidad de aclarar las dudas que existian
sobre la presencia de Ehrlichias plaquetarias en humanos.
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