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Resumen. El presente estudio constituye el primer reporte en Vene-
zuela de las caracteristicas ultraestructurales de Ehrlichia sp en células
mononucleares de sangre periférica en un perro infectado experimental-
mente, utilizandose para ello microscopia electréonica de transmision. El
animal desarroll6 manifestaciones clinicas caracteristicas de la infeccion y
al realizar los extendidos sanguineos coloreados con Giemsa modificado, se
observaron al microscopio de luz las inclusiones intracitoplasmaticas ca-
racteristicas en células mononucleares. Al microscopio electrénico se evi-
denciaron microorganismos extremadamente pleomérficos que se corres-
ponden con los cuerpos elementales dentro de vacuolas citoplasmaticas, ro-
deados por una doble membrana, cada uno constituido por granulos elec-
trodensos, caracteristicas ultraestructurales que identifican al género Ehrli-
chia.
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Abstract. This study is the first report made in Venezuela concerning
the ultrastructural characteristics of Ehrlichia sp in mononuclear blood
cells from an experimentally infected dog. The animal developed clinical
manifestations characteristic of the infection, and typical intracitoplasmic
inclusion bodies were clearly seen in blood smears stained with modified
Giemsa examined by light microscopy. Microorganisms were visualized by
transmision electron microscopy. The cytoplasmic inclusions, consisted of
membrane-lined vacuole-containing elementary bodies. The organisms were
extremely pleomorphic. Elementary bodies were surrounded by two distinct
membranes and each was constituted by electro-dense granules. These fin-
dings corresponded to the described electron microscopy morphology which
characterizes the Ehrlichia genus.
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INTRODUCCION

La ehrlichiosis en el perro, es
una enfermedad infecciosa transmi-
tida por garrapatas (1, 2) y produci-
da por bacterias intracelulares obli-
gatorias, pleomdérficas, gram negati-
vas, inmdviles, clasificadas en el or-
den Rickettsiales, familia Rickettsia-
ceae, tribu Ehrlichieae, género Ehrli-
chia (3). Las ehrlichias tienen tropis-
mo por leucocitos (4) y plaquetas
circulantes (5) y ultraestructural-
mente se observan como microorga-
nismos dentro de vacuolas limitadas
por membranas (3).

Las ehrlichias individuales o
cuerpos elementales entran a la cé-
lula por fagocitosis, miden alrededor
de 0,4 pm de didmetro, dificiles de
observar con el microscopio de luz y
se multiplican por fisién binaria

hasta formar los cuerpos de inclu-
si6n inmaduros que miden de 1,0 a
2,5 pm de didmetro denominados
cuerpos iniciales (6). La division
continla dentro del fagosoma hasta
formar las moérulas, cuerpos de in-
clusion maduros visibles al micros-
copio de luz, caracteristicos del gé-
nero Ehrlichia (6). Las caracteristi-
cas ultraestructurales del género
Ehrlichia han permitido identificar a
esta bacteria en monocitos sangui-
neos de perros infectados natural-
mente (7), en plaquetas de perros
infectados experimentalmente (5, 8)
y naturalmente (9).

Ehrlichia canis es el agente
causal de la ehrlichiosis canina
(EC), infecta linfocitos y monocitos
sanguineos (2, 4, 10) y el vector res-
ponsable de su transmisién es la ga-
rrapata Rhipicephalus sanguineus
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(11, 12). Se describié por primera
vez en 1935 por Donatien y Lesto-
quard en el Instituto Pasteur de Ar-
gelia (citados por McDade) (13) y en
1962 Ewing la reporta en los Esta-
dos Unidos (14).

La fase aguda de la EC esta ca-
racterizada por fiebre, anorexia, lin-
foadenopatia, pérdida de peso, pan-
citopenia moderada (1, 15, 16) y en
esta etapa se pueden detectar mo-
rulas intracitoplasmaticas en linfo-
citos y monocitos sanguineos (1,
17). Se describe una fase subclini-
ca, con infeccidon persistente de E.
canis, con trombocitopenia, leuco-
penia variable y anemia en ausen-
cia de manifestaciones clinicas (15,
16). En la fase cronica hay fiebre,
pérdida de peso severa, edema peri-
férico, hemorragia, epistaxis y pan-
citopenia marcada (1, 15). Se ha re-
portado como tratamiento efectivo
el uso de oxitetraciclina o tetracicli-
na y doxiciclina (18, 19, 20, 21, 22,
23).

Ehrlichia ewingii, responsable
de la ehrlichiosis granulocitica cani-
na, tiene tropismo por granulocitos,
principalmente neutrdfilos (17, 24,
25) y es transmitida por la garrapata
Amblyoma americanum (26). La fase
aguda es mas leve que la observada
en la EC con fiebre transitoria, des-
cargas oOculonasales, linfoadenome-
galia y trombocitopenia. En la fase
cronica hay edema periférico, linfoa-
denomegalia y poliartritis supurati-
va. La leucocitosis, linfopenia vy
trombocitopenia son de presenta-
cion variable (25).

Ehrlichia platys produce Ila
trombocitopenia ciclica infecciosa

(TCl) y parasita selectivamente las
plaquetas (5, 9, 20). La infeccion
estd asociada con una trombocito-
penia severa, sin evidencias de san-
gramiento, seguido de un periodo
corto de recuperacion del contaje
plaquetario. La TCI es por lo general
una enfermedad sin manifestaciones
clinicas o si las hay son leves (9),
aunque hay algunos reportes con
sintomatologia severa (10, 27, 28).
Hasta los momentos no se conoce el
vector de esta ehrlichia, pero se
piensa que estan implicadas las ga-
rrapatas (8, 29).

En Venezuela, Arraga reporta
por primera vez en el Estado Zulia
las tres especies en un estudio reali-
zado desde 1982 hasta 1987 (10).
En el pais el diagnéstico se hace to-
mando en cuenta los signos clinicos
del animal, pruebas hematolégicas y
observacion con el microscopio de
luz de inclusiones basdfilas intraci-
toplasmaticas en leucocitos y pla-
guetas mediante la realizacién de
frotis de capa blanca (FCB) tefidos
con colorantes tipo Romanowski.

En el pais y en Sur América se
han realizado pocos estudios sobre
EC y hasta ahora no se ha reporta-
do ningln método que confirme la
naturaleza de las inclusiones intra-
citoplasmaticas baséfilas en células
mononucleares y su asociacién con
la clinica.

Este estudio tiene por objeto
reproducir la ehrlichiosis canina ex-
perimentalmente y demostrar la pre-
sencia del género Ehrlichia en célu-
las mononucleares sanguineas, me-
diante microscopia electrénica de
transmision.
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MATERIALES Y METODOS

In6culo

El microorganismo se obtuvo
de un perro raza Doberman infecta-
do naturalmente llevado a la consul-
ta de La Policlinica Veterinaria de la
Universidad del Zulia, presentando
fiebre, anorexia, pérdida de peso,
decaimiento, secrecion o6culonasal,
leucopenia, trombocitopenia y en
cuyo frotis se observaron las moru-
las intracitoplasmaticas caracteristi-
cas en monocitos. La sangre fue ob-
tenida de la vena cefélica utilizando
como anticoagulante la sal sédica
del &cido etelindiamino tetracético
(EDTA) y conservada a 4°C durante
24 horas antes de la inoculacion.

Inoculaciéon experimental

El microorganismo fue transmi-
tido por inoculacion intravenosa de 2
ml de sangre infectada, de acuerdo a
lo descrito por Carter y col (30), utili-
zandose para ello una perra de raza
pura Pastor Aleman de afio y medio
de edad, la cual se mantuvo en una
jaula de 4 m? aproximadamente, con
iluminacién y ventilaciéon adecuada.
El animal recibié alimento deshidra-
tado comercial y agua ad libitum. An-
tes de la inoculacion (dia 0) se extra-
jo sangre utilizando como anticoagu-
lante EDTA para realizar las siguien-
tes pruebas hematoldégicas: a) conta-
je de leucocitos en camara de Neu-
bauer usando el liquido de Turk
como diluyente; b) contaje de plague-
tas por el método directo de Brecher
Conkrite; c¢) determinacion de hemo-
globina por la técnica de la cianome-
tahemoglobina y d) determinacién

del hematocrito usando la técnica
del microhematocrito. Para eviden-
ciar las inclusiones intracitoplasma-
ticas leucocitarias se realizo frotis de
capa blanca (FCB) obtenidos del he-
matocrito segun técnica descrita por
Carter y col (30), tefiidos con colora-
cién rapida de Giemsa modificada
(Hemacolor de Merk) y observados en
un microscopio Nikon a 1000X de
magnificacion utilizando el objetivo
de inmersion. Estas mismas pruebas
se realizaron cada 3 dias durante 24
dias y el dia 40 postinoculacion, ini-
ciandose el tratamiento en el dia 24
con oxitetraciclina a una dosis de 10
mg/kg/dia via endovenosa durante
10 dias.

Microscopia electronica

Se obtuvieron monocitos y linfo-
citos infectados, por gradiente de Fi-
coll - Hypaque, a partir de muestras
de sangre colectadas utilizando como
anticoagulante EDTA (31). Una vez
obtenidas las células se procesaron
de acuerdo a la técnica descrita por
Dawson y col (32) con algunas modi-
ficaciones; para ello, las células se
centrifugaron a 400 g durante 10 mi-
nutos. El sedimento celular se fijé en
glutaraldehido al 2 % en buffer fosfa-
to 0,2 M (PB), luego se postfijo con
tetradxido de osmio al 1% en PB, se-
guidamente se deshidratd en concen-
traciones crecientes de etanol (50%,
75%, 95% y 100%) y se infiltro e in-
cluyo en plastico (EMbed-812; Elec-
tron Microscopy Sciences, Fort Wa-
shington, PA 19034, USA), utilizando
el 6xido de propileno como solvente
intermedio. De los bloques se corta-
ron secciones finas (60-80 nm) con
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un ultramicrotomo Porter Blum Sor-
vall MT2, se recogieron en rejillas de
200-mesh y se contrastaron con
acetato de uranilo y citrato de plo-
mo. Las muestras fueron observa-
das y fotografiadas en un microsco-
pio electronico de transmision Phi-
llips EM 208 a 60 kV.

RESULTADOS

Los parametros hematoldgicos
medidos después de la inoculacion
experimental mostraron cambios
evidentes. En la Fig. 1A se observa
trombocitopenia y leucopenia pro-
gresiva. El dia cuando se inicio el
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Fig. 1. Hallazgos hematoldgicos y frotis de capa blanca (FCB) de un perro infectado
con Ehrlichia sp. (A) Contaje de plaquetas, leucocitos y FCB. (B) Concentra-
cion de hemoglobina y hematocrito.
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Fig. 2. Apariencia al microscopio de luz de morula de Ehrlichia sp. en linfocito (fle-
cha). Tincién de Giemsa modificado. 1.000 X.

[

Fig. 3. Monocito con multiples moérulas de Ehrlichia sp., dos compactas (flechas in-
feriores) y una sin compactar (flecha superior). Frotis de Capa Blanca. Tin-
cion de Giemsa modificado. 1.000 X.

tratamiento con oxitetraciclina, el
contaje plaquetario y leucocitario
era de 29.000/mm? y 4.300/ mm?,
respectivamente. La hemoglobina y
el hematocrito (Fig. 1B) disminuye-
ron, con un descenso marcado en el
dia 24 postinoculacion.

Al examen microscépico del
FCB, se observaron en el dia 15 pos-

tinfeccion cuerpos iniciales intraci-
toplasmaticos basofilos en células
mononucleares, al dia 18 se eviden-
ciaron moérulas no compactas y, a
partir del dia 20, se observaron las
morulas compactas y basdfilas, ca-
racteristicas de Ehrlichia sp tanto en
linfocitos (Fig. 2) como en monocitos
(Fig. 3). EI nimero de mérulas vario

Investigacion Clinica 40(3): 1999
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Ehrlichia sp. en el citoplasma de
célula mononuclear de perro in-
fectado experimentalmente. Ob-
sérvese vacuola con varios orga-
nismos ehrlichiales. Nucleo (N);
membrana vacuolar (MV); cuer-
po elemental (CE). Magnificaciéon
23.500 X. Escala=1 p.

desde 1 a 3 por célula y hubo algu-
nas en las que se observaron tanto
morulas compactas como no com-
pactas (Fig. 3). Las manifestaciones
clinicas mas evidentes en el animal
fueron anorexia, enflaguecimiento,
enrojecimiento conjuntival y secre-
cion nasal mucosanguinolenta. Una
vez cumplido el tratamiento, la pe-
rra se recuperé clinicamente, los va-
lores hematoldgicos retornaron a los
iniciales y en el FCB no se visualiza-
ron inclusiones intracitoplasmati-
cas.

Fig. 5. Ehrlichia sp en el citoplasma de
célula mononuclear sanguinea
de perro infectado experimental-
mente. Observe dos vacuolas
con cuerpos elementales (CE) de
diferentes formas y tamafios, ro-
deados por dos membranas dis-
tintas: la pared celular (PC) y la
membrana plasmatica (MP) Pro-
longacion de la pared celular
(punta de flecha) y vesiculas in-
tramorulares (VI). Los cuerpos
elementales estan limitados por
la membrana vacuolar (MV). NG-
cleo (N). Magnificacién 28.800
X. Escala = 300 nm.

Microscopia electréonica

En las células mononucleares
(Figs. 4 y 5) se observaron vacuolas
gue contenian de 3 a 20 cuerpos
elementales. Se evidenciaron formas
ovaladas entre 0,6 um x 0,3 um a
1,2 um x 0,5 um y redondeadas en-
tre 0,4 um a 0,7 um de diametro.
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Los cuerpos elementales a su vez es-
taban rodeados por una doble mem-
brana (Fig. 5). La membrana exter-
na, tiende a ser ondulada y se co-
rresponde con la pared celular y
una membrana plasmatica interna,
intimamente unida a los constitu-
yentes internos del microorganismo.
La estructura interna de los cuerpos
elementales estuvo formada por un
predominio de granulos electroden-
SOs y escasas areas claras.

En algunos cuerpos elementa-
les se observo una elongacion de la
pared celular sin contenido electro-
denso y vesiculas intramorulares de
forma redondeada con un diametro
de 100 a 180 nm, y de forma ovala-
da de 240 nm x 150 nm. Los cuer-
pos iniciales y las mérulas presenta-
ron forma redondeada con un tama-
fio que oscil6 entre 1,8 um a 2,3 um
para los primeros y entre 2,6 um a
3,4 um para las segundas.

DISCUSION

La ehrlichiosis canina es una
enfermedad infecciosa producida
por E. canis que afecta a canidos y
esta ampliamente distribuida en el
mundo particularmente en regiones
tropicales y subtropicales (33), in-
cluyendo a Venezuela, donde se re-
porta por primera vez en el Estado
Zulia en 1982 (10). A partir de en-
tonces se ha identificado en los Es-
tados Aragua, Lara, Carabobo, Mi-
randa, Nueva Esparta y Distrito Fe-
deral (34).

El curso clinico de la infeccion
experimental en el perro de este es-
tudio, es semejante al descrito por

Huxsoll y col (1) y Buhles y col (19)
en sus experimentos, quienes repor-
tan anorexia, enflaquecimiento, en-
rojecimiento conjuntival y secrecion
mucosanguinolenta; asimismo,
coincide con lo reportado por Walker
y col (15) en infecciones naturales
de perros militares Pastores Alema-
nes en la epizootia ocurrida en el
Sureste de Asia. El primer hallazgo
hematologico que se evidenci6 fue la
trombocitopenia, seguida de leuco-
penia y anemia, cambios que han
sido descritos en estudios anteriores
(1, 15, 19, 35). La evolucioén clinicay
de laboratorio del perro con la infec-
cion experimental es compatible con
la ehrlichiosis canina o pancitopenia
tropical canina.

Al realizar los FCB con sangre
del perro infectado experimental-
mente y utilizando el microscopio de
luz se logré determinar las caracte-
risticas morfolégicas y de tincion de
las morulas intracitoplasmaticas en
linfocitos y monocitos, coincidiendo
con las reportadas hasta los mo-
mentos (1, 6, 7, 14, 30, 36). Asimis-
mo, se pudieron observar las moéru-
las difusas y compactas descritas
por Huxsoll y col (1) que se corres-
ponden con las moérulas no compac-
tas y compactas visualizadas en este
estudio. El uso de la oxitetraciclina
mejord rapidamente los signos clini-
cos y hematoldgicos y produjo la de-
sapariciéon del microorganismo en
sangre periférica, notandose la alta
eficacia del medicamento en la fase
aguda de la enfermedad, hecho refe-
rido por Amyx y col (18).

Las caracteristicas ultraestruc-
turales del género Ehrlichia, junto
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con su tropismo por leucocitos y
plaquetas circulantes, han permiti-
do su ubicacion taxondémica. La ul-
traestructura de la Ehrlichia mono-
nuclear canina del presente trabajo
concuerda con la descrita en otras
especies de este género, tales como:
E. canis (2, 7, 37, 38), E. risticii (39,
40), E. muris (41) y E. chaffeensis
(32) y constituye el primer reporte
en Venezuela y Sur America de
Ehrlichia sp de perros. En todos se
presentan como organismos indivi-
duales intracitoplasmaticos dentro
de vacuolas limitadas por membra-
na rodeados a su vez por una pared
celular externa y una membrana
plasmatica interna, caracteristicas
que se corresponden con la morfolo-
gia normal de células ehrlichiales
(42).

La elongacién en la pared celu-
lar da la impresién que origina las
estructuras redondeadas electroltci-
das que se observan en el interior de
las morulas, denominadas por
Walker y Dumler (43) como vesicu-
las intramorulares. De la misma
manera, Popov y col (42) reportan
estas estructuras como formas
anormales de la ehrlichia, conside-
rando que estas alteraciones se de-
ben a una sobreproduccion de la pa-
red celular. EI mecanismo por el
cual ocurren estos fendmenos es
desconocido; es probable que sean
consecuencia de la respuesta de la
bacteria a los cambios intracelulares
y representen el proceso degenerati-
vo propio de la ehrlichia en el inte-
rior celular.

Todo lo observado, tanto en las
manifestaciones clinicas como en la

ultraestructura se corresponde con
lo descrito para E. canis por lo que
es probable que el microorganismo
inoculado sea el mismo. Esto sugie-
re la importancia de iniciar el trata-
miento inmediato de aquellos pe-
rros que presenten una clinica si-
milar a la descrita y las inclusiones
intracitoplasmaticas baséfilas en
los frotis sanguineos coloreados,
con la finalidad de evitar las com-
plicaciones y las fases subclinica y
cronica de la enfermedad. Sin em-
bargo, es necesario continuar los
estudios antigénicos, serolégicos y
moleculares que permitan, por una
parte, identificar la especie circu-
lante en nuestro pais y, por otra,
garantizar la disponibilidad de un
método diagnostico que permita
confirmar la sospecha clinica de
esta enfermedad en perros.
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