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RESUMEN

En Venezuela se han realizado investigaciones que evidencian la presencia de
Ehrlichias en perros. EI método de uso rutinario para el diagnostico de la Ehrlichiosis
Canina es el Frotis de Capa Blanca (FCB) tefiido con coloraciones tipo Romanowski,
pero debido a su baja sensibilidad y especificidad no ha permitido la identificacion
precisa de las diferentes especies que infectan al perro. La Inmunofluorescencia
Indirecta es el método seroldgico mas utilizado, util para estudios epidemioldgicos
pero en nuestro pais ha tenido un uso limitado debido a lo costoso que resulta la
adquisicion comercial del antigeno. Por otra parte, estdn ampliamente documentadas
las reacciones seroldgicas cruzadas entre Ehrlichias pertenecientes a un mismo
genogrupo, por lo tanto este método tampoco asegura la identificacion de la especie
Ehrlichial. Por estas razones, se llevd a cabo el presente trabajo con la finalidad de
aislar en cultivo in vitro Ehrlichia sp. de células mononucleares de perros como
también realizar la identificacion ultraestructural y molecular mediante Microscopia

Electrénica de Transmision (MET) y Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

Para el aislamiento se llevaron a cabo dos metodologias. La primera consistio
en sembrar directamente en la linea celular continua DH82, células infectadas de
nueve perros con signos clinicos de Ehrlichiosis Canina en cuyos FCB se observaron
inclusiones basofilas intracitoplasmaticas en células mononucleares. La segunda
metodologia se realizd a través del establecimiento de cultivos primarios in vitro a
partir de monocitos obtenidos de un perro infectado experimentalmente. El
aislamiento del microorganismo se logré utilizando esta Gltima metodologia y esto se
evidencio por la aparicion de inclusiones basofilas y fluorescentes tefiidas con la

coloracion de Giemsa e Inmunofluorescencia Directa respectivamente. Para
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comprobar la infectividad de los cultivos primarios se inoculé un segundo canino.
Con muestras sanguineas extraidas antes de la inoculacion, este animal resulto
seronegativo al antigeno de E. canis y al realizar la PCR con cebadores especificos
para E. canis y E. chaffeensis no hubo amplificacion de los productos esperados.

Mediante la observacion de las caracteristicas ultraesructurales de los cuerpos
elementales dentro de vacuolas intracitoplasmaticas de células mononucleares, se
determind que las inclusiones basofilas observadas en los FCB de los nueve perros,

corresponden a bacterias del grupo Ehrlichia Monocitica Canina.

Utilizando cebadores especificos para las Ehrlichias monociticas E. canis y E.
chaffeensis se estandariz6 la técnica PCR anidada. Luego de aplicada esta técnica a
las nueve muestras sanguineas de perros se identifico la especie E. canis en todos los
perros y E. chaffeensis en cuatro de estos animales. También se determind la
presencia de E. canis y E. chaffeensis en las muestras del primer perro inoculado
experimentalmente, en los cultivos primarios y en las muestras del segundo canino
infectado experimentalmente. Estos resultados constituyen el primer reporte en el pais
y sur América de infeccion con E. chaffeensis en caninos y de coinfeccién con dos

especies monociticas
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SUMMARY

The presence of Ehrlichia in Venezuelan dogs has been previously
documented. The routine diagnosis method for canine Ehrlichiosis is the buffy coat
smear (BCS) analysis using Romanowsky staining. Due to its inherent low sensibility
and specificity, this method does not allow a precise identification of different
Ehrlichia species in infected dogs. Indirect Immunofluorescence is widely used and is
suitable for epidemiological studies, however, its use is limited in our country due to
the high cost of the commercial antigen. In addition, immunological cross-reactions
between different species of the same genogroup do not allow specific identification.
For these reasons, the aim of this work was to isolate, via in vitro culture, Ehrlichia
sp. from dogs mononuclear cells and to achieve ultrastructural and molecular

identification using Transmission Electron Microscopy and PCR.

Two methods were tested for isolation. One which consisted in seeding
infected cells from nine dogs with clinical signs of Canine Ehrlichiosis and BCS
showing cytoplasmic basophile inclusions in mononuclear cells, directly on to
growing DH82 cells. The second method consisted in the establishment of primary
cultures in vitro using monocytes from an experimentally infected dog. The evidence
of basofile and fluorescent inclusions via Giemsa staining and direct
immunofluorescence, respectively, showed that the second approach was successful.
In order to test the infectivity of the primary cultures, a second healthy canine was
inoculated. Before inoculation, the animal was seronegative (using E. canis antigen)

and PCR-negative using specific primers for E. canis and E. chaffeensis.

The ultrastructural characteristics of elementary bodies inside cytoplasmic

vacuoles from mononuclear cells, allowed to determine that the basofile inclusions
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observed in BCS from the nine dogs, corresponded to bacteria belonging to the group

canine monocytic Ehrlichias.

Nested PCR was standardized using specific primers for the monocytic
Ehrlichias E. canis and E. chaffeensis. Analysis of blood samples from the nine dogs
showed that E. canis was present in all of them and E. chaffeensis in four. It was also
determined that E. canis and E. chaffeensis were present in the samples from both
experimentally inoculated dogs and in the primary cultures. These results constitute
the first report in our country and in Southamerica of canine infection with E.

chaffeensis and coinfection with two monocytic ehrlichial species.



INDICE DE CONTENIDO

DEDICATORIA
AGRADECIMIENTOS
RESUMEN
SUMMARY
l. INTRODUCCION
Objetivo general
Obijetivos especificos
1. REVISION BIBLIOGRAFICA
1. Ehrlichiosis
1.1 Definicién y etiologia
1.2 Clasificacion taxondémica
1.3 Ciclo evolutivo
1.4 Caracteristicas ultraestructurales
1.5 Generalidades historicas
2. Ehrlichiosis Canina
2.1 Patogenia y Patologia
2.2 Manifestaciones clinicas
2.3 Inmunidad
2.4 Transmision
2.5 Tratamiento
3. Diagnostico

3.1 Frotis de Capa Blanca (FCB)

Pagina

Vi

viii

11
12
13
14
16
17
17
18
18

19



3.2 Diagnostico serologico
3.3 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
3.3.1 Extraccion del ADN

3.3.2 La prueba de la PCR como herramienta para la identificacion de
bacterias

4. Cultivo in vitro de Ehrlichia sp
MATERIALES Y METODOS

1. Aislamiento de Ehrlichia Monocitica Canina a partir de perros
infectados natural y experimentalmente:

1.1 Establecimiento de la linea celular continua DH82

1.2 Aislamiento de Ehrlichia Monocitica Canina directamente en la
linea celular continua DH82 cultivada in vitro

1.2.1 Extraccion sanguinea
1.2.2 Frotis de Capa Blanca (FCB)

1.2.3 Obtencion de células mononucleares por gradiente de
Ficoll/Hypaque (F/H)

1.2.4 Obtencion de leucocitos después de la aplicacion de un buffer de
lisis

1.3 Aislamiento de Ehrlichia Monocitica Canina en cultivos primarios
in vitro de monocitos sanguineos obtenidos de un perro infectado
experimentalmente

1.3.1 Cultivos primarios de monocitos
1.3.1.1 Cultivos primarios de monocitos no infectados
1.3.1.2 Cultivos primarios de monocitos infectados

1.4 Inoculacion experimental de un perro sano utilizando como indculo
cultivos primarios de monocitos infectados

2. Deteccion de Ehrlichia Monocitica Canina en los cultivos in vitro
por coloracion de Giemsa e Inmunofluorescencia Indirecta (IFI)

Xi

20

21

22

24

27

29

29

30

32

33

33

34

34

35

36
36
37
38

39



3. Identificacion ultraestructural de Ehrlichia sp a través de
Microscopia de Electrénica de Transmision (MET)

4. ldentificacion de Ehrlichia canis y Ehrlichia chaffeensis mediante
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

4.1 Extraccion de ADN a partir de muestras sanguineas y cultivos
4.2 Estandarizacion de la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)
anidada para el diagnéstico de Ehrlichia canis y Ehrlichia

chaffeensis

4.3 Analisis de secuencia y estimacion de condiciones optimas para la
hibridizacion

RESULTADOS

1. Aislamiento de Ehrlichia Monocitica Canina a partir de perros
infectados natural y experimentalmente

1.1 Establecimiento de la linea celular continua DH82

1.2 Aislamiento de Ehrlichia Monocitica Canina directamente en la
linea celular continua DH82 cultivada in vitro

1.2.1 Frotis de Capa Blanca (FCB) y Hematologia

1.2.2 Seleccion mediante Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) tanto de
sueros negativos como de sueros con un alto titulo de Acs
necesarios para preparar el conjugado para la IFD

1.3 Aislamiento de Ehrlichia Monocitica Canina en cultivos primarios
in vitro de monocitos sanguineos obtenidos de un perro infectado

experimentalmente

1.3.1 Caracteristicas clinicas, hematologicas y FCB del perro inoculado
experimentalmente

1.3.2 Cultivos Primarios de monocitos in vitro

1.4 Caracteristicas clinicas, hematoldgicas y FCB del perro inoculado
con los cultivos primarios de monocitos infectados

2. ldentificacion ultraestructural de Ehrlichia sp. a través de
Microscopia Electrénica de Transmision (MET)

Xii

40

41

41

42

45

47

47

47

49

49

51

53

54

58

62

66



3. ldentificacion de Ehrlichia canis y Ehrlichia chaffeensis mediante
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

3.1 Extraccién de ADN a partir de muestras sanguineas
3.2 Analisis de secuencias a través del programa Gene Runner

3.3 Estandarizacién de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
anidada para el diagnostico de E. canis y E. chaffeensis

3.4 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) anidada de las
muestras sanguineas de los perros infectados naturalmente

3.5 PCR anidada del perro inoculado experimentalmente y de los
cultivos primarios obtenidos de este perro

3.6 PCR del perro inoculado con los cultivos primarios de monocitos

infectados
V.  DISCUSION
VI.  CONCLUSIONES
VIl. RECOMENDACIONES
VIIl. BIBLIOGRAFIA
ANEXOS

Xiii

67

67

67

68

72

80

85

88
106

107

109

120



INDICE DE FIGURAS

Pagina

Figura N°

1 Ciclo evolutivo. 10

2 Monocito con moérula difusa (MD) y dos mérulas compactas 20
(MC). FCB tefiido con Giemsa.

3 Representacion esquematica del operon rrn. 26

4 Curva de crecimiento de la linea celular DH82. 48

5 Frotis de Capa Blanca donde se observan las inclusiones 50
intracitoplasmaticas basofilas correspondientes a las morulas (M).
en células mononucleares.

6 Inmunofluorescencia Indirecta. 52

7 Temperatura rectal observada 15 dias antes y después de la 55
inoculacién experimental.

8 Hemoglobina y Hematocrito después de la inoculacion 56
experimental.

9 Leucocitos y Plaquetas después de la inoculacion experimental. 57

10 Velocidad de sedimentacion globular después de la inoculacion 57
experimental.

11 Cultivos Primarios infectados después del noveno dia de cultivo 59
in vitro. Coloracion Giemsa.

12 Cultivos Primarios infectados después del noveno dia de cultivo 60
in vitro. Inmunofluorescencia Directa.

13 Cultivos Primarios donde se evidencia el incremento en el nimero 60
de morulas a diferentes dias postinfeccion.

14 Cultivos Primarios. Figura 15 A. Monocitos con multiples 61

morulas intracitoplasmaticas. Coloracion de Giemsa. Figura 15 B.
Inmunofluorescencia Directa.

Xiv



15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

Figura 16 A. Monocito en proceso de destruccion celular en
donde se observan fragmentos nucleares (FN). Figura 16 B.
Mitosis.

Figura 17 A. Control de monocitos no infectados. Coloracién de
Giemsa. Figura 17 B. Control de monocitos no
infectados.Inmunofluorescencia Directa.

Temperatura rectal 7 dias antes y después de la inoculacion.

Hemoglobina y Hematocrito después de la inoculacién
experimental.

Leucocitos y Plaquetas después de la inoculacion experimental.

Velocidad de sedimentacion globular después de la inoculacion
experimental.

Microscopia Electrénica de Transmision. Vacuola
intracitoplasmatica con organismos Ehrlichiales.

Electroforesis en gel de agarosa de ADN extraido a partir de
muestras sanguineas de perros.

Representacion esquematica del gen ARNr 16S en E. canis, E.
chaffeensis y E. coli.

Electroforesis en gel de agarosa de los fragmentos amplificados
utilizando los cebadores ECC/ECB variando la temperatura de
hibridacion.

Electroforesis en gel de agarosa de los productos formados
durante la segunda PCR (cebadores de especie).

Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la primera
PCR (ECC/ECB) utilizando 1 ul de ADN extraido de las muestras
sanguineas de perros infectados naturalmente.

Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la primera
PCR (cebadores ECC/ECB) utilizando 10 ul de ADN extraido de
las muestras sanguineas de perros infectados naturalmente.

Electroforesis en gel de agarosa de las amplificaciones de la

segunda PCR (cebadores ECA/HE3J) realizada con los productos
de la primera PCR (1ul de ADN extraido de las muestras).

XV

61

62

63

64

64

65

66

68

69

70

71

73

73

75



29

30

31

32

33

34

35

36

37

Electroforesis en gel de agarosa de las amplificaciones de la
segunda PCR (cebadores ECA/HEJ) realizada con los productos
de la primera PCR (10 pl de ADN extraido de muestras
sanguineas).

Electroforesis en gel de agarosa de las amplificaciones de la
segunda PCR (cebadores HE1/HE3) realizada con los productos
de la primera PCR (1 ul de ADN extraido de muestras sanguineas
de perros infectados naturalmente).

Electroforesis en gel de agarosa de las amplificaciones de la
segunda PCR (cebadores HE1/HE3) realizada con los productos
de la primera PCR (10 ul de ADN extraido de muestras
sanguineas de perros infectados naturalmente).

Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la primera
(cebadores ECC/ECB) PCR a partir del ADN extraido de la
muestra sanguinea del perro utilizado como inéculo.

Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la segunda
PCR (cebadores de especie) realizada con los productos de la
primera PCR con ADN extraido de la muestra sanguinea utilizada
como indculo.

Electroforesis de los productos de la primera (cebadores
ECC/ECB) PCR realizada con 10 ul de ADN extraido de las
muestras sanguineas del perro inoculado experimentalmente.

Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la segunda
PCR  (cebadores: ECA/HE3) del perro inoculado
experimentalmente.

Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la segunda
PCR  (cebadores: HE1/HE3) del perro inoculado
experimentalmente.

Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la primera
(cebadores ECC/ECB) PCR de los cultivos primarios infectados.

XVi

75

77

7

78

79

81

81

82

83



38

39

40

41

42

Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la segunda
PCR con los cultivos primarios (cebadores ECA/HES3).

Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la segunda
PCR con los cultivos primarios (cebadores HE1/HE3).

Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la primera
PCR  (cebadores ECC/ECB) del perro inoculado
experimentalmente utilizando como indculo cultivos primarios.

Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la segunda
PCR  (cebadores: ECA/HE3) del perro inoculado
experimentalmente con los cultivos primarios.

Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la segunda

PCR  (cebadores: HE1/HE3) del perro inoculado
experimentalmente con los cultivos primarios.

XVii

84

84

86

86

87



1. INTRODUCCION

Las Ehrlichias son organismos Ricketsiales con tropismo por una variedad de
células y elementos sanguineos como los linfocitos, monocitos, granulocitos y
plaquetas. Estos microorganismos son importantes desde el punto de vista veterinario
debido a que producen enfermedades infecciosas, transmitidas por garrapatas en
diversas especies animales, tanto de interés comercial como en las de compafiia para
el hombre (Ristic y Huxsoll, 1984; McDade, 1990; Fishbein y Dawson, 1991;
Rikihisa, 1991).

En el perro se han descrito hasta los momentos Ehrlichia canis, E. chaffeensis,
E. ewingii, E. platys (Anaplasma platys), E. equi (Anaplasma phagocytophila) y E.
risticii (Neorickettsia risticii), de las cuales E. canis es la responsable del cuadro
clinico més severo y ha sido la causa de epizootias con pérdidas importantes en
perros de la raza Pastor Aleman (Nims et al., 1971; Harvey et al., 1978; Anderson et
al., 1992a; Kakoma et al., 1994; Dawson et al., 1996a; Breitschwerdt et al., 1998).
También se han reportado enfermedades infecciosas en el humano producidas por E.
chaffeensis, Ehrlichia Granulocitica Humana (Anaplasma phagocytophila) y E.
ewingii sefialandose actualmente como una zoonosis, por lo tanto cada dia se
incrementan y adquieren mas importancia las investigaciones en esta &rea (Anderson
et al., 1992b; Chen et al., 1994; Bakken et al., 1994; Buller et al., 1999).

Entre las pruebas de laboratorio para el diagnostico de la enfermedad, tanto en
animales como en el hombre, se ha reportado el Frotis de Capa Blanca (FCB) tefiido
con coloraciones tipo Romanowski. Este método es econémico y adecuado para la



fase aguda de la enfermedad, cuando hay mas probabilidad de conseguir las
Ehrlichias en sangre periférica; es de facil ejecucion pero requiere de un personal con
mucha experiencia en el reconocimiento morfoldgico de las Ehrlichias. Ademas, su
utilidad queda limitada para Ehrlichias granulociticas y plaquetarias, ya que su
sensibilidad es muy baja para Ehrlichias monociticas (Rikihisa, 1991; Campbell,
1994, Harrus et al., 1997).

En Estados Unidos, se estd utilizando desde el afio 1992, la Reaccién en
Cadena de la Polimerasa (PCR) como método que permite la identificacion a nivel de
especie. Es un procedimiento de facil ejecucidn, util por su elevada especificidad y
sensibilidad, pero por esta Ultima caracteristica la técnica debe ser realizada con
extremadas precauciones y controles para evitar resultados falsos positivos por

contaminacion con ADN exogeno (Anderson et al., 1992b).

AUn con estos avances, los procedimientos de uso rutinario en ese pais son los
métodos indirectos para la deteccion de anticuerpos por Inmunofluorescencia
Indirecta (IF1), utilizando antigenos (Ags) obtenidos in vitro mediante el aislamiento
de la bacteria en cultivos celulares, sin embargo en la actualidad hay la limitante de
gue son muy pocos los laboratorios que ofrecen estos Ags en forma comercial. Todo
se ha quedado confinado a los laboratorios de investigacion, por lo que se hace dificil
implementar esta técnica serologica en los laboratorios destinados al diagnostico de
Ehrlichiosis (Rikihisa, 1991; Munderloh et al., 1996; Goodman et al., 1996). De
acuerdo a lo reportado en la literatura, estos cultivos no son faciles de desarrollar en
cualquier laboratorio, por lo que estas bacterias estdn consideradas entre los
microorganismos de dificil cultivo y requieren ademas de equipos, materiales y
reactivos de costo elevado (Dawson et al., 1991a; Dawson et al., 1991b; Dawson et
al., 1996b, Keysary et al., 1996).



En Venezuela, los pocos laboratorios que hay para el diagnostico de la
Ehrlichiosis, tanto animal como humana, generalmente utilizan el método directo de
FCB, de manera que el diagndstico de las Ehrlichias se hace en base a sus
caracteristicas morfologicas y a las manifestaciones clinicas de los animales o
humanos infectados, obviandose otros métodos como la PCR o IFI. Sin embargo, la
Dra. Cruz Maria Arraga de Alvarado, del Laboratorio de Patologia Clinica de la
Facultad de Ciencias Veterinarias de la Universidad del Zulia, ha reportado estudios
realizados con IFI utilizando como Ag E. platys (Anaplasma platys) obtenidos en ese
laboratorio a través de inoculaciones experimentales en perros (Arraga-Alvarado et
al., 1997) y Ags de E. canis y E. chaffeensis gentilmente cedidos por la Dra.
Jacqueline Dawson del CDC (Center for Disease Control and Prevention) de Atlanta

Georgia, Estados Unidos.

En el laboratorio dirigido por la Dra. Yasuko Rikihisa de la Universidad de
Ohio de Estados Unidos, Pérez et al. (1996), aislaron un microorganismo en cultivo
celular DH82, el cual fue caracterizado antigénica y molecularmente. Este aislado fue
obtenido de una persona asintomatica del estado Lara, Venezuela. Cuando se realizd
la secuenciacion parcial del gen 16S del acido ribonucleico ribosomal (ARNr) del
aislado y se comparé con las cepas E. canis de Florida y Oklahoma (Estados Unidos),
se determind un 99,9 % de homologia con la cepa de Oklahoma; esta Ehrlichia es
referida como Ehrlichia Humana Venezolana y es el primer reporte a nivel mundial

de E. canis en humanaos.

En la misma Universidad de Ohio, Unver et al. (2001), aislaron E. canis en
cultivo celular DH82. EI organismo procedia de un perro que con 16 animales mas
eran entrenados para procedimientos militares del estado Lara, Venezuela y quienes
habian resultado positivos a E. canis en la prueba de PCR. Mediante esta técnica se
identificd la misma especie de Ehrlichia en Riphicephalus sanguineus. Luego de
analizar la secuencia de nucleotidos del gen ARNr 16S encontradas en las muestras



de los perros y garrapatas y compararlas con las secuencias de varias cepas de E.
canis, una cepa de E. chaffeensis, E. ewingii, E. platys y Neorickettsia helminthoeca,
registradas en el Banco de Genes, se determind que tanto la Ehrlichia de los perros
como la de las garrapatas son idénticas al aislado humano reportado previamente, por
lo tanto sugieren que el perro es el reservorio de Ehrlichia Humana Venezolana y R.

sanguineus, sirve como vector, el cual se alimenta ocasionalmente de humanos.

Por otro lado, en la Universidad de Carolina del Norte, Estados Unidos, en el
Laboratorio dirigido por el Dr. Edward Breitschwerdt, Suksawat et al. (2001a),
comprueban la coinfeccion con E. canis, E. platys y E. equi (Anaplasma
phagocytophila) en un perro de Tailandia y otro de Venezuela. Estos tres Gltimos
estudios demuestran la necesidad de iniciar investigaciones en nuestro pais que
conlleven tanto al aislamiento in vitro en cultivos celulares de Ehrlichia monocitica
canina, como la estandarizacion de técnicas en Biologia Molecular como la prueba de
PCR. El establecimiento del cultivo permitiria disponer de Ags para ser utilizados en
la realizacion de la técnica de IFI para realizar estudios de prevalencia e incidencia
tanto en la poblacion canina como en la humana, a fin de conocer mejor la situacion

epidemioldgica de esta infeccion en nuestro pais.

Al estandarizar la PCR, se dispondria de una valiosa herramienta que
permitiria caracterizar clinicamente los casos de Ehrlichiosis humana como también
caracterizar cepas 0 especies diferentes a las descritas en la literatura, tanto en
animales como en humanos. Con esta técnica, se podria contribuir a dilucidar el (los)

reservorio (s) y posibles vectores diferentes a R. sanguineus.



OBJETIVOS

Objetivo General:

K/

« Aislar e identificar ultraestructural y molecularmente Ehrlichia sp.

presente en células mononucleares de perros.

Objetivos especificos:

«+ Cultivar in vitro los microorganismos aislados de animales infectados

naturalmente y de un animal infectado experimentalmente.

*

Reproducir la infeccidon por inoculacion experimental, en un perro sano,

utilizando el microorganismo aislado en cultivo celular.

X/
*

% Demostrar de acuerdo a las caracteristicas morfoldgicas ultraestructurales
que el microorganismo corresponde al género Ehrlichia, mediante

Microscopia Electrénica de Transmision.

X/
X4

L)

Identificar a través de la prueba de PCR, la especie Ehrlichial presente en

los perros infectados natural y experimentalmente.



1. REVISION BIBLIOGRAFICA

1. Ehrlichiosis

1.1  Definiciony etiologia

La Ehrlichiosis es una enfermedad infecciosa febril aguda y en algunas ocasiones
cronica o latente transmitida por garrapatas que afecta una amplia variedad de especies
animales como caninos, equinos, bovinos, caprinos, ovinos, felinos, muridos y a los
humanos (McDade, 1990; Fishbein y Dawson, 1991; Rikihisa, 1991; Bouloy et at., 1994;
Wen et at., 1995).

El agente etioldgico es una bacteria gramnegativa que se colorea de azul intenso o
pUrpura con coloraciones tipo Romanowski, es intracelular obligatoria, inmovil,
generalmente redondeada u ovalada, pero a veces es pleomdrfica, especialmente cuando se
multiplica en cultivos celulares in vitro. Dependiendo de la especie de Ehrlichia, infecta
principalmente células de origen mieloide por lo que puede ser visualizada en monocitos,
linfocitos, granulocitos y plaquetas circulantes. Una de sus principales caracteristicas es que
a nivel ultraestuctural se observan como organismos individuales incluidos dentro de
vacuolas limitadas por membranas (Ristic y Huxsoll, 1984; Rikihisa, 1991; Campbell,
1994).

1.2  Clasificacion taxonémica
Las Ehrlichias pertenecen al orden Rickettsiales, el cual estd constituido por tres

familias: Rickettsiaceae, Anaplasmataceae y Bartonellaceae. Hasta el afio 2000, las
bacterias del género Ehrlichia pertenecian a la familia Rickettsiaceae, esta familia a su vez



comprendia tres tribus: Rickettsiaeae, Ehrlichiaeae y Wolbachiaeae. Anderson et al.
(1991) proponen una distribucion de las especies del género Ehrlichia en tres genogrupos
(tabla 1), la cual resulto de la comparacion de la secuencias de nucledtidos del gen ARNr
16S.

Dumler et al. (2001) realizan un estudio analizando las secuencias de nucleétidos de
los genes ARNr 16S y el operdon groESL de bacterias pertenecientes a los géneros
Anaplasma, Ehrlichia, Cowdria, Neorickettsia y Wolbachia registradas antes del afio 2000
en el Banco de Genes. Para el analisis también utilizaron la secuencia de nucleotidos del
gen ARNTr 16S de Escherichia coli, especies del género Rickettsia, Clamydia trachomatis y
otras bacterias asociadas a artropodos. Como resultado del estudio, los investigadores
proponen: (i) cambiar los géneros de las tribus Ehrlichiaeae y Wolbachiaeae a la familia
Anaplasmataceae y eliminar la estructura de tribu de la familia Rickettsiaceae. De esta
forma la familia Anaplasmataceae esta constituida por bacterias intracelulares obligatorias
que se multiplican dentro de vacuolas intracitoplasmaticas de la célula hospedadora
mientras que los miembros de la familia Rickettsiaceae son bacterias intracelulares
obligatorias que crecen libres en el citoplasma o ndcleo de la célula hospedadora; (ii)
ampliar el género Anaplasma e incluir a Ehrlichia phagocytophila, E. bovis y E. platys.
Sugieren que Anaplasma phagocytophila com. nov. comprenda como sinénimos a E. equi y
el agente de la Ehrlichiosis Granulocitica Humana; (iii) afiadir al género Ehrlichia a
Cowdria ruminantium como Ehrlichia ruminantium com. nov junto con las especies E.
canis, E. chaffeensis, E. ewingii y E. muris; (iv) ampliar el género Neorickettsia para incluir
las especies E. risticii y E. senettsu, por lo tanto la familia Anaplasmataceae quedaria

conformada por cuatro grupos genéticos:

Grupo E. phagocytophila/Anaplasma:

E. phagocytophila

E. equi

Ehrlichia sp. agente de la Ehrlichiosis Granulocitica Humana

E. platys

E. bovis



Tabla 1. Clasificacion de las Ehrlichias

Hospedador . Principales Células
Transmision
vertebrado Blanco
Genogrupo |
. . Picadura de garrapatas R. Monocitos, linfocitos,
E. canis Caninos . .
sanguineus Macréfagos
. Humanos,  venados, Picadura de  garrapatas Monocitos, linfocitos
E. chaffeensis Amblyomma .
perros : Macréfagos
americanum
E. ewingii Caninos Plcad_ura de garrapatas A. Polimorfonucleares
americanum
E. muris Raton salvaje Desconocida Mono,mtos
Macro6fagos
Ganado bovino,
Cowdria ruminantium ~ 2V&43s: vena’mdos, Picadura de garrapatas Endotelio
antilope, bufalo Amblyomma sp.
africano
Genogrupo 11
E. equi Caballos, perros I>§odes Sp. Neutréfilos
Picadura de garrapatas
. Ganado bovino, Ixodes ricinus. -
E. phagocytophila ovejas, venados Picadura de garrapatas Neutrofilos
Ehrlichia Granulocitica Humanos, venados . scapularis (dammini) .
. Neutrofilos
Humana Roedores Picadura de garrapatas
E. platys Caninos Desconocida Plaguetas
Boophilus,R. sanguineus,
Anaplasma marginale ~ Ganado bovino otras  pica-duras  de Eritrocitos
garrapatas
Genogrupo 11
Posible consumo de Monocitos
E. sennetsu Humanos )
pescado crudo Macrofagos
Monocitos, enteroci-
E. risticii Caballos Desconocida tos, células cebadas o
mastocitos
Neorickettsia . Ingestion de treméatode .
. Caninos Macréfagos
helmintoeca de pez
N. elokomonica Caninos Ingestion de trematode Macro6fagos

Stellantchamus falcatus
Agente (SF)

No se conoce

de pez

Trematode de pez Gris

Desconocido

Fuente: Dawson et al., 1996a; Walker y Dumler y 1996; Dumler y Bakken, 1998; Ogden et al., 1998.



Grupo E. phagocytophila/Anaplasma:
e A.marginale
e A.centrale

e A. ovis

Grupo E. canis/Cowdria:
e E.canis

e E. chaffeensis

e E. ewingii

e E.muris

e C. ruminantium

Grupo E. sennetsu/Neorickettsia:

E. sennetsu

E. risticii

Ehrlichia sp. agente SF

N. helminthoeca

Especies Wolbachia:

e W. pipientis
1.3 Ciclo evolutivo

Nyindo et al. (1971), estudiaron las diferentes formas evolutivas de Ehrlichia canis
en cultivos primarios de monocitos de perros in vitro demostrando que se presentan tres
estadios diferentes: cuerpos elementales, cuerpos iniciales y morulas. Los cuerpos
elementales miden alrededor de 0,5 um de didmetro por lo que son dificiles de observar con
el microscopio de luz, aunque se pueden visualizar por Inmunofluorescencia Directa o
Microscopia Electrénica de Transmision. McDade (1990) propone el siguiente ciclo
evolutivo: los cuerpos elementales entran a los monocitos por un proceso de adherencia

semejante al observado en la fagocitosis, se multiplican por fision binaria dentro del
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fagosoma inhibiendo la fusion fagolisosomal por un mecanismo desconocido (Ristic et al.,
1972; McDade, 1990).

Después de 3 a 5 dias de incubacién, los cuerpos elementales incrementan en
numero para formar inclusiones citoplasmaticas inmaduras de 1,0 a 2,5 um de didmetro,
denominadas cuerpos iniciales. Durante los proximos 7 a 12 dias, continGa el crecimiento y
la division celular para formar finalmente las morulas, cuerpos de inclusion maduros
caracteristicos del género Ehrlichia, visibles al microscopio de luz y miden
aproximadamente 4 um de diametro. Las morulas se fragmentan en cuerpos elementales y
cuando la célula se rompe son liberados, infectando otras celulas, repitiendose el ciclo
(Figura 1).

4 cumpo miciat
I

Figura 1. Ciclo evolutivo (McDade, 1990 modificado por Martinez y Gutiérrez, 2000)
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1.4 Caracteristicas ultraestructurales

Con la utilizacion del microscopio electrénico de transmision se puede observar en
detalle estructuras en el interior de las células, debido a su gran resolucion y magnificacion
(Meek y Wiley, 1970), por lo que desde su invencion en 1933 se han logrado estudiar los
diferentes organelos celulares como también evidenciar las caracteristicas de los
microorganismos de vida intracelular obligatoria. En el caso particular de las Ehrlichias el
uso de esta metodologia ha permitido a través de sus caracteristicas ultraestructurales

ubicarlas taxonémicamente a nivel de género (Ristic y Huxsoll, 1984).

En un estudio realizado por Hildebrant et al. (1973) se describen las caracteristicas
ultraestructurales de los cuerpos elementales contenidos en las mérulas intracitoplasmaticas
de monocitos en cultivos celulares primarios infectados y células pulmonares de un perro
inoculado experimentalmente con E. canis. Los cuerpos elementales midieron entre 0,5-0,9
um de diametro y estaban presentes en un nimero que vario de 2 a 40 por vacuola. Estos
investigadores determinaron que los cuerpos elementales estaban rodeados por una doble
membrana destacando que la membrana externa tiende a ser ondulada y corresponde a la
pared celular y la membrana interna equivale a la membrana plasmatica de la bacteria. En
cuanto al contenido interno del cuerpo elemental, sefialan que ademas de las areas
electrondensas también se observan &reas electronllcidas o claras en donde las primeras

contienen granulos que sugieren ser ribosomas.

Gutiérrez et al. (1999), reportan por primera vez en Sur América y Venezuela las
caracteristicas ultraestructurales que identifican al género Ehrlichia en células
mononucleares de un perro infectado experimentalmente. En estas células se logro
evidenciar vacuolas que contenian de 3 a 20 cuerpos elementales ovalados entre 0,6 um x
0,3 uma 1,2 um x 0,5 um, también se observaron formas redondeadas entre 0,4 umy 0,7
um de didmetro. Las caracteristicas de la membrana externa e interna de los cuerpos

elementales son muy semejantes a las reportadas por Hildebrant et al. (1973).
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Se ha determinado la ultraestructura de E. platys en plaquetas de perros infectados
(Tami et al., 1996; Arraga-Alvarado et al., 1997; Mathew et al., 1997). Las plaquetas
pueden incluir de 1 a 3 morulas y cada una de éstas contiene entre 1 y 8 cuerpos
elementales. Los cuerpos elementales presentaron las mismas caracteristicas descritas en

los estudios anteriores.

15 Generalidades historicas

Las Ehrlichias fueron observadas microscopicamente por primera vez en el afio
1932 en la garrapata Ixodes ricinus y para ese entonces se les designé con el nombre
Cytoecetes phagocytophila. Ese mismo afio se describié en carneros la fiebre transmitida
por garrapatas, enfermedad atribuida a estos microorganismos reconocidos en 1982 como
Ehrlichia phagocytophila (Fishbein y Dawson, 1991).

En 1935, Donatien y Lestoquard del Instituto Pasteur de Argelia (citados por
McDade, 1990) visualizaron en monocitos de perros organismos semejantes a rickettsias,
por lo que fueron clasificados como Rickettsia canis. En 1945 Moshovski los reclasifico
como Ehrlichia canis en honor a Paul Ehrlich, bacteriélogo aleméan, con lo que se

establecio un nuevo género diferente a Rickettsia (Ristic y Huxsoll, 1984; McDade, 1990).

En 1953 Misao y Kobayashi (citados por McDade, 1990), identifican el primer caso
de Ehrlichiosis en humanos al aislar en ratones un agente similar a una Rickettsia, el cual
observaron en un paciente con sintomas de mononucleosis en una ciudad de Japon,
clasificada provisionalmente como Rickettsia sennetsu. Tomando en cuenta el estudio
realizado por Hoilien et at. (1982) en el que demostraron semejanzas desde el punto de
vista morfologico y serologico de esta Rickettsia con E. canis, Ristic y Huxsoll (1984), la
ubican taxondémicamente en el género Ehrlichia y desde entonces se conoce como

Ehrlichia sennetsu.

En el hemisferio Occidental, Bool y Sutmdller (1957), identifican el primer caso de
infeccion por E. canis en frotis sanguineos de perros de la isla de Aruba. En Estados

Unidos, Ewing (1963), la visualiza en leucocitos vistos en frotis sanguineos de perros. En
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este mismo pais Maeda et al. (1987), reportan el primer caso de Ehrlichiosis Monocitica
Humana al observar en el frotis sanguineo de un paciente febril, cuerpos de inclusion
intraleucocitarios. Para ese momento, se pensé que podria tratarse de E. canis por la
semejanza morfologica, ultraestructural y por la reaccion positiva del suero de este paciente
con antigeno de E. canis, pero luego Anderson et al. (1991), después de analizar la
secuencia de nucleotidos del gen ARNr 16S demostraron que era una especie diferente a la

que propusieron con el nombre de Ehrlichia chaffeensis.

En un estudio realizado en Venezuela, (estado Zulia), Arraga-Alvarado (1992),
reporta por primera vez en Frotis de Capa Blanca Ehrlichias en leucocitos y plaquetas de
perros; a partir de entonces la presencia de las Ehrlichias en perros ha sido registrada en los
estados Aragua, Lara, Carabobo, Falcon, Miranda, Nueva Esparta y Distrito Federal
(Garcia et al., 1992; Tami et al., 1994; De Vera y Pereira, 1998; Garcia et al., 1999).
Arraga-Alvarado et al. (1996), describen el primer caso de Ehrlichiosis humana en una nifia
de 17 meses diagnosticado en el CDC de Atlanta, Estados Unidos mediante IFI utilizando

Ag de E. chaffeensis.

2. Ehrlichiosis Canina

La Ehrlichiosis Canina es una enfermedad multisistémica causada por varias
especies de Ehrlichias. En el perro se han descrito Ehrlichias con tropismo por varias
células sanguineas: E. canis, E. chaffeensis y E. risticii parasitan linfocitos y monocitos, E.
ewingii y E. equi (Anaplasma phagocytophila) neutréfilos y eosinéfilos y E. platys las
plaquetas (Kakoma et al., 1994; Dawson et al., 1996a; Breitschwerdt et al., 1998; Neer,
2000). De todas estas Ehrlichias la mas estudiada y la que en algunos perros produce el
cuadro clinico mas severo es E. canis. Esta especie afecta a miembros de la familia Canidae
y también ha sido reportada como causante de infeccion persistente en un humano
asintomatico del estado Lara de Venezuela (Anderson et al., 1992a; Pérez et al., 1996). La
enfermedad producida por E. canis también se conoce como Pancitopenia Tropical Canina,
Fiebre Hemorragica Canina, Rickettsiosis Canina, Tifus por Garrapata Canina, Enfermedad
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del Perro Rastreador y Ehrlichiosis Monocitica Canina (Price y Sayer, 1983; Harrus et al.,
1997).

2.1  Patogeniay Patologia

La infeccion del perro ocurre cuando la garrapata infectada ingiere sangre y sus
secreciones salivales contaminan el sitio donde se alimenta. De acuerdo a estudios
experimentales, el curso subsiguiente de la Ehrlichiosis se ha dividido en tres etapas: aguda,
subclinica y crénica; en los casos en que ocurre la enfermedad en forma natural es dificil

asignar con precision la etapa de la enfermedad (Harrus et al., 1997; Neer, 2000).

La fase aguda se inicia después de un periodo de incubacion de 8 a 20 dias y dura de
dos a cuatro semanas, durante las cuales los microorganismos se multiplican en las células
mononucleares. La infeccion se disemina a Organos que contienen fagocitos
mononucleares, como el higado, bazo y nddulos linfaticos y las células infectadas se
adhieren aparentemente al endotelio o migran a la superficie subendotelial produciendo
vasculitis (Hibler, et al., 1986; Troy y Forrester, 1993; Harrus et al., 1997; Neer 2000).

La disminucion de las plaquetas causa trombocitopenia, siendo este el hallazgo mas
comun en todas las fases de la Ehrlichiosis Canina. Varios mecanismos pueden estar
involucrados, entre los que se puede mencionar: vasculitis, incremento del consumo
plaquetario y disminucion de la vida media, tal vez como resultado de secuestro esplénico.
Es posible que estén involucrados anticuerpos antiplaquetarios con activacion del
complemento, ademas se ha demostrado la presencia de una citocina sérica, denominada
factor inhibidor de la migracion plaquetaria y su valor se relaciona de manera inversa con la
cifra de plaquetas. Otros mecanismos podrian incluir almacenamiento esplénico, supresion
de la produccion plaquetaria (especialmente en la fase créonica) e incremento de la
destruccion plaquetaria por los macréfagos del bazo (Troy y Forrester, 1993; Harrus et al.,
1997; Neer, 2000).
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El nimero de leucocitos varia durante la fase aguda, sin embargo, el aumento del
secuestro de los leucocitos circulantes por mecanismos inmunoldgicos o inflamatorios
puede disminuir su nimero. También llega a verse una menor produccion de glébulos rojos

como resultado de la respuesta inflamatoria (Troy y Forrester, 1993).

Los 6rganos como pulmones, rifiones, vejiga y tracto gastrointestinal asi como en el
tejido subcutaneo, presentan petequias y equimosis en las superficies mucosas y serosas. A
menudo se presentan adenomegalia generalizada, esplenomegalia y hepatomegalia. El dato
mas caracteristico es la presencia de un infiltrado de células plasmaticas perivasculares en
6rganos como pulmones, cerebro, meninges, rifiones, ganglios linfaticos y bazo, por lo
tanto los tejidos de estos drganos son ideales para realizar los exdmenes histologicos. Todos
los ganglios linfaticos, incluyendo los mesentéricos, aumentan de tamafio y tienen color
café. La médula 6sea es hipercelular y de color rojo, mientras que en la etapa cronica se
torna hipoplésica y palida por sustitucion grasa (Huxsoll et al., 1970; Hibler et al., 1986).

La fase subclinica tiene una duracion de 40 a 120 dias; es antecedida por la
recuperacion espontanea del animal a la etapa aguda, por lo que clinicamente tiene una
apariencia normal. Un alto porcentaje de perros en areas enzodticas pueden padecer la
enfermedad y mantenerse en esta fase durante meses o afos; esta etapa se relaciona con la
persistencia del microorganismo y estimulacion antigénica; hay algunos perros
inmunocompetentes que pueden eliminar la Ehrlichia, pero de no ser asi puede seguir la
fase cronica (Hibler et al., 1986; Troy y Forrester, 1993; Neer, 2000).

No todos los perros desarrollan la fase cronica, y esta puede ser leve o severa; la
fase leve puede manifestarse con cambios hematoldgicos moderados. La gravedad de la
enfermedad se relaciona con la virulencia de la cepa infectante, enfermedades
concomitantes, susceptibilidad de la raza y edad del animal. La principal caracteristica de
esta fase es la produccién alterada de elementos sanguineos en médula 6sea (Troy y
Forrester, 1993; Harrus et al., 1997; Neer, 2000). Hay una diferencia entre la patogénesis de
la Ehrlichiosis aguda y la cronica severa. En la Ehrlichiosis aguda hay un incremento del

secuestro o destruccion de las células sanguineas, lo cual resulta en una pancitopenia
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transitoria, mientras que la médula 6sea permanece normal, sin embargo, en la Ehrlichiosis
cronica, la pancitopenia estd asociada con hipoplasia de la médula 6sea (Price y Sayer,
1983).

2.2 Manifestaciones clinicas

La infeccion producida por E. canis esta asociada a una amplia variedad de
manifestaciones clinicas que van a depender de varios factores, entre ellos: dosis de
Ehrlichias y actividad del sistema inmunoldgico del individuo; por lo tanto se pueden
observar desde casos con ausencia de signos clinicos (asintomaticos), otros con malestar
moderado e inapetencia, llegando a casos graves y algunas veces fatales (Price y Sayer,
1983; Arraga-Alvarado, 1997). La severidad de la enfermedad ha sido relacionada con la
raza del perro infectado; se ha reportado que los Pastores Alemanes frecuentemente son los
mas susceptibles a desarrollar la fase hemorragica crénica (Huxsoll et al, 1970; Walker et
al., 1970; Buhles et al., 1974; Rikihisa,1991; Troy y Forrester, 1993).

La fase aguda esta caracterizada por fiebre que puede alcanzar los 41,7 °C, anorexia,
pérdida de peso, conjuntivitis, descargas nasales y oculares seropurulentas. Menos
frecuentemente neumonitis, edema en las patas y escroto, ocasionalmente vomito y
epistaxis moderada. Al examen fisico, se puede observar palidez de las mucosas,
esplenomegalia y agrandamiento de nodulos linfaticos. Ocasionalmente se observan
cuerpos de inclusion en el citoplasma de las células monucleares sanguineas (Huxsoll et al.,
1970; Walker et al., 1970; Buhles et al., 1974; Price y Sayer, 1983; Troy y Forrester, 1993).

En la fase subclinica generalmente los signos clinicos estan ausentes, sin embargo,
las anormalidades hematoldgicas caracteristicas de la fase aguda persisten, a los cuales se
agrega la hipergammaglobulinemia, asi como incrementos en los valores de nitrégeno
ureico sanguineo (Hibler et al., 1986; Conrad, 1989).

El desarrollo de la fase cronica puede variar segun la raza. Los perros Beagles se

hacen portadores cronicos de E. canis y experimentan disminuciones ciclicas y moderadas
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del contaje de células sanguineas; por otro lado los Pastores Alemanes desarrollan una
infeccion cronica severa que comienza a las 7 semanas postinfeccion. Esta fase se
caracteriza por fiebre, anorexia, pérdida de peso severa, marcada pancitopenia y anemia;
también puede observarse edema periférico, equimosis y petequias en multiples sitios
(Huxsoll et al., 1970; Buhles et al., 1974). La tendencia a las hemorragias, linfoadenopatia,
esplenomegalia, anormalidades oculares e infecciones secundarias son consideradas

indicadores de la Ehrlichiosis cronica (Conrad, 1989; Troy y Forrester, 1993).

2.3 Inmunidad

Todos los agentes Ehrlichiales inducen una respuesta especifica de anticuerpos
aunque la misma no se correlaciona con el desarrollo de inmunidad protectora, ya que se ha
reportado en varias especies infecciones persistentes y recurrentes o reinfecciones después
de la recuperacion de la enfermedad clinica. Los perros que se recuperan clinicamente
después del tratamiento a pesar de poseer titulos de anticuerpos significativamente altos son
totalmente susceptibles al reto con cepas de E. canis. Se ha reportado que in vitro el suero
canino inmune suprime ligeramente la infeccién de macréfagos normales por E. canis pero

en condiciones in vivo el suero no es efectivo (Rikihisa, 1991).

Weisiger et al. (1975) al estudiar la cinética de la respuesta de los anticuerpos a E.
canis por Inmunofluorescencia Indirecta, encontraron que a los 7 dias postinoculacion las
primeras inmunoglobulinas en detectarse fueron la IgM e IgA. Entre los 14 y 21 dias
postinoculacion los anticuerpos predominantes eran las clases IgM, IgA e 1gG y esta Gltima

sigue aumentando hasta convertirse en la inmunoglobulina de mayor concentracion.

2.4 Transmisién

Se ha demostrado que las larvas, ninfas y adultos de la garrapata Rhipicephalus
sanguineus, sirven de vector para E. canis, transmitiendo esta Ehrlichia de un perro
infectado en fase aguda a otro perro susceptible. La forma adulta de la garrapata puede
sobrevivir de 158 a 568 dias sin alimento, y experimentalmente se ha demostrado que una
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vez infectada, puede transmitir la infeccion y la enfermedad hasta por 155 dias. Por lo
tanto, las garrapatas infectadas constituyen un foco enzoético de E. canis en ausencia del
vertebrado infectado. La transmision también puede ocurrir a través de transfusion
sanguinea de un perro en fase aguda o fase cronica de la enfermedad a otro susceptible
(Groves et al., 1975; Lewis et al., 1977; Arraga, 1992).

2.5 Tratamiento

Para el tratamiento de la Ehrlichiosis Canina se han sugerido una variedad de
agentes quimioterapeuticos, los cuales han sido utilizados con diferentes grados de éxito,
entre ellos se describen: el dipropionato de imidocarb, varias sulfonamidas y antibioticos
que incluyen la penicilina, el cloranfenicol y las tetraciclinas. Estas Gltimas y sus derivados
son los antibidticos mas efectivos clinicamente y los mas ampliamente usados, siempre y
cuando se administren en la fase aguda de la enfermedad, ya que si se aplican en la fase
cronica, el animal se hace refractario y al final muere (Price y Sayer, 1983; Igbal y Rikihisa,
1994).

La doxiciclina es una tetraciclina, derivado sintético de la metaciclina que se
diferencia de la oxitetraciclina por que tiene un mayor grado de liposolubilidad. A nivel del
tracto gastrointestinal la absorcién es completa y después de ésta, el antibidtico esta 30%
unido a las proteinas y penetra bien en los tejidos. La depuracion renal de la doxiciclina es
menor a la de la oxitetraciclina, lo cual puede atribuirse a su alto grado de liposolubilidad.
La doxiciclina tiene una vida media de 19,5 horas en comparacion con la vida media de la
oxitetraciclina que es de 9,5 horas; por estas razones, actualmente, es el tratamiento mas
utilizado a una dosis de 5 a 10 mg/kg de peso corporal, administrada por via oral cada 12 o
24 horas por 7 a 10 dias (Price y Sayer, 1983; Igbal y Rikihisa, 1994).

3. Diagndstico

El diagnostico de la Ehrlichiosis Canina suele establecerse basdndose en una
combinacion de signos clinicos y hallazgos de laboratorio como anormalidades
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hematologicas, trombocitopenia, visualizacion de la Ehrlichia en frotis sanguineos,
serologia y mas recientemente la prueba de la PCR. Las alteraciones hematoldgicas se
comprueban mejor en infecciones por E. canis e incluyen anemia (82 %), la cual suele ser
no regenerativa, trombocitopenia (82 %) y leucopenia (32 %). Un resultado que se ha
publicado constantemente en todas las etapas de la Ehrlichiosis por E. canis es la
trombocitopenia; sin embargo, debido a que con frecuencia es una prueba de seleccion para
Ehrlichiosis, es posible que se haya sobreestimado esta proporcién, por lo que no debe

descartarse Ehrlichiosis solo por que el recuento plaquetario resulte normal (Neer, 2000).

3.1  Frotis de Capa Blanca (FCB)

Entre los métodos de laboratorio para el diagndstico de la Ehrlichiosis en el perro, el
mas utilizado es la observacion directa de las inclusiones intracitoplasmaticas en extendidos
sanguineos o en FCB tefiidos con coloraciones tipo Romanowski, siendo el FCB la forma
mas recomendada, ya que concentra los leucocitos y plaguetas, después que se somete a
centrifugacion una muestra de sangre en un capilar para microhematocrito o en un tubo de
Wintrobe (Huxsoll et al., 1970; Harvey et al., 1978; Price y Sayer, 1983; Arraga, 1992;
Gutiérrez et al., 1999). A pesar de que es un método de facil ejecucién y econdémico
requiere de personal muy entrenado en el reconocimiento de las inclusiones y muchas veces
la fagocitosis de plaquetas y de restos nucleares puede confundir el diagnostico de las
Ehrlichias monociticas. Por otro lado, es un método con una sensibilidad muy baja,
reportandose en un estudio realizado con 221 perros con Ehrlichiosis, evidencia de morulas
tipicas de Ehrlichia Monocitica en un 4 % de los perros estudiados (Rikihisa, 1991; Harrus
etal., 1997).

Se ha reportado la utilidad del FCB en la etapa aguda de la enfermedad y sobre todo
para Ehrlichias con tropismo por granulocitos (E. ewingii, E. equi) y plaquetas (E. platys).
En Ehrlichias con tropismo por células mononucleares se han observado dos tipos de
morulas (Figura 2), las moérulas difusas constituidas por cuerpos iniciales que estan en
proceso de agregacion y las moérulas compactas que se observan como una sola inclusién
basofila (Huxoll et al., 1970; Harrus et al., 1997; Gutiérrez et al., 1999).
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Figura 2. Monocito con morula difusa (MD) y dos morulas compactas (MC). FCB tefiido con
Giemsa. 1000X. (Gutiérrez et al., 1999).

3.2  Diagnostico seroldgico

El método seroldgico mas empleado, es la deteccion de anticuerpos (Acs) por
Inmunofluorescencia Indirecta (IFI), método desarrollado por Ristic et al. (1972)
obteniendo el antigeno (Ag) en cultivos primarios de monocitos caninos infectados con

Ehrlichia canis de acuerdo a la metodologia reportada por Nyindo et al. (1971).

Afios més tarde se logré establecer el cultivo de E. canis y E. chaffeensis en la linea
celular continua DH82, con la ventaja de que estos cultivos se podian mantener por tiempo
indefinido en el laboratorio (Dawson et al., 1991a, b). También se tienen establecidos en
lineas celulares continuas los cultivos de E. risticcii, E. equi y Ehrlichia Granulocitica
Humana (Rikihisa, 1991; Munderloh et al., 1996; Goodman et al., 1996).

Entre otros métodos seroldgicos utilizados a nivel de investigacion se ha reportado
el Ensayo Inmunoenzimatico (E.L.1.S.A.) e Inmunoblot para el diagndstico de E. canis, E.

ewingii y E. equi (Brouqui et al, 1992; Rikihisa et al., 1992).
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3.3  Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

En los ultimos 20 afios los avances en la tecnologia de los acidos nucleicos han
brindado una serie de elementos y pruebas para el diagndstico de algunas enfermedades
infecciosas y genéticas. Una de estas pruebas es la PCR, que constituye un ingenioso
método que permite la amplificacion (aumento del nimero de copias) in vitro del ADN de
células o microorganismos sin necesidad de cultivos previos. Sin embargo, un requisito
indispensable es que se conozca la secuencia de una parte de la region del ADN que se

desea amplificar (Espinosa de los Monteros, 1993; Luque y Herréez, 2001).

Para la realizacion practica se precisan en la mezcla de reaccion de los siguientes
reactivos: los cuatro deoxinucledsidos trifosfato (ANTPs), iones Mg?*, dos oligonucleétidos
sintéticos utilizados como cebadores de secuencia conocida y diferentes entre ellos, una
ADN polimerasa termoestable y el ADN que va a actuar como plantilla o molde para la
sintesis de nuevas cadenas; los dNTPs y oligonucledtidos estan en exceso. Cada uno de
estos componentes tiene una funcion en el desarrollo del proceso; los dNTPs actian como
monomeros activados necesarios para la polimerizacion de las innumerables copias de
ADN. La interaccion entre los oligonucle6tidos y la plantilla de ADN es estabilizada por
los iones Mg**. Estos iones también participan en el proceso de sintesis o extension de los
cebadores, ademas de una ADN polimerasa. La enzima mas utilizada es la polimerasa Taq
nombre que proviene de la bacteria Thermus aquaticus, la cual se encuentra en manantiales
de agua caliente, con una actividad enzimatica a temperaturas éptimas relativamente altas
alrededor de 72 °C (Taylor, 1991; Luque y Herraéz, 2001). El proceso se lleva a cabo a
través de ciclos repetitivos (generalmente entre 20 y 40 de 1,5 a 5 minutos cada uno) de tres
reacciones simples o etapas: la desnaturalizacion, la hibridacién o alineacion y la
elongacion o replicacion utilizando cambios de temperatura (Espinosa de los Monteros,
1993; Luqgue y Herréez, 2001).

En la primera etapa de desnaturalizacion ocurre la separacion de las dos hebras de
ADN al romperse los puentes de hidrégeno por efecto de la temperatura alta (90-95 °C). En
la segunda etapa la temperatura disminuye entre 45 a 65 °C lo cual permite la hibridacion
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de los oligonucle6tidos con las hebras sencillas del ADN. Debido a que las dos cadenas de
ADN son antiparalelas, los oligonucle6tidos que se unen a cada una de las dos cadenas, lo
hacen en posiciones opuestas, uno en un extremo de una cadena y el otro en el extremo
opuesto de la otra cadena. La temperatura de la tercera y Gltima etapa es por lo general
entre 72 a 75 °C y corresponde a la amplificacion propiamente dicha, en la que una ADN
polimerasa termoestable elonga los cebadores, empleando como molde ambas hebras
originales. Este ciclo se repite muchas veces y debido a que los productos generados en un
ciclo sirven de plantilla para el proximo, cada ciclo sucesivo duplica la cantidad de ADN
que se desea amplificar; la longitud del principal producto de esta reaccidn exponencial esta
definida por la distancia entre los dos cebadores (Sambrook et al., 1989; Espinosa de los
Monteros, 1993; Luque y Herréaez, 2001).

El método mas simple y convencional para analizar los productos de la PCR es por
electroforesis a través de minigeles de agarosa. Se debe escoger la concentracion de agarosa
para permitir la resolucion de los fragmentos de ADN dentro del rango del tamafio de los
productos esperados. Aproximadamente 1-2 % para productos mayores a 500 pares de base

(pb) y 2-4 % para productos menores a 500 pb (Mcpherson et al., 1991).

Han surgido numerosas modificaciones derivadas del método bésico inicial con el
objetivo de mejorar la sensibilidad y/o la especifidad, adaptarse a muestras particulares,
amplificar moléculas de ARN en lugar de ADN, etc. Una de estas modificaciones
corresponde a la PCR anidada, la cual se realiza con la finalidad de aumentar la senbilidad
y especifidad. Esta modalidad consiste en realizar dos reacciones de PCR en la que los
cebadores de la segunda PCR hibridizan dentro del fragmento amplificado con el primer
par de cebadores, dando asi lugar a productos de PCR mas cortos pero mas especificos
(Jackson et al., 1991; Luque y Herraez, 2001).

3.3.1 Extraccién del ADN

Antes de realizar una reaccién de PCR es necesario liberar al ADN de proteinas
estructurales ademas de otras proteinas, lipidos y polisacaridos presentes en la muestra

bioldgica. El procedimiento de extraccion mas utilizado es mediante la aplicacion de
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disolventes organicos, pero cuando el ADN forma parte de una mezcla compleja de
moléculas como por ejemplo tejidos, suspensiones celulares, previamente se deben remover
las proteinas por degradacion enzimatica con enzimas proteoliticas como la proteinasa K, la
cual tiene actividad hacia una gran cantidad de proteinas nativas (Sambrook et al., 1989;

Luque y Herréaez, 2001).

La extraccion del ADN de la muestra homogeneizada se realiza tratdndola con
disolventes organicos como el fenol, cloroformo o ambos; estos compuestos permiten la
formacion de dos fases en el tubo donde se esta llevando a cabo el proceso: una fase acuosa
poco densa y por lo general ubicada en la parte superior en la cual queda disuelto el ADN y
una fase organica densa y ubicada en la parte inferior donde permanecen los lipidos de
membrana y proteinas desnaturalizadas; en la interfase se encuentran proteinas precipitadas

(Lugue y Herréez, 2001) .

Obtenida la fase acuosa con el ADN disuelto es necesario concentrarlo. Para ello se
realiza una precipitacién con etanol, ya que en presencia de este alcohol el ADN es
insoluble. EI ADN precipitado se recupera por centrifugacion y posterior redisolucion en un
buffer apropiado (Sambrook et al., 1989; Luque y Herraez, 2001).

Luego de obtenido el ADN es importante conocer su concentracion y calidad. Hay
dos métodos ampliamente utilizados para medir la cantidad de ADN en una muestra. Si la
muestra de ADN no tiene muchas impurezas como proteinas o fenol se mide
espectrofotométricamente la irradiacion ultravioleta absorbida por las bases. Si la cantidad
de ADN es muy pequefia o si la muestra contiene cantidades significativas de impurezas se
puede utilizar la fluorometria midiendo la intensidad de la fluorescencia emitida por un
colorante como el bromuro de etidio o naranja de acridina (Sambrook et al., 1989; Jackson
etal., 1991).
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Determinacion espectrofotométrica de la cantidad de ADN

Por este método se realiza la medicion a longitudes de onda de 260 nm y 280 nm.
La lectura a 260 nm permite calcular la concentracion de ADN, ya que la densidad optica
igual a 1,0 corresponde aproximadamente a 50 ug/ml para ADN de doble cadena. La
pureza se puede estimar por la relacion entre las lecturas a 260 nm y 280 nm (Azso/Azso );
para considerar que una muestra de ADN esta relativamente pura la relacion debe estar
comprendida entre 1,7 y 1,9 . Valores por debajo del limite inferior indican contaminacion
con proteinas o fenol y valores por encima del limite superior significa contaminacién con
ARN (Sambrook et al., 1989).

3.3.2 La prueba de la PCR como herramienta para la identificacion de

bacterias

La clasificacion taxonémica tradicional de los diferentes organismos vivos, entre
ellos las bacterias, se ha realizado tomando en cuenta las caracteristicas fenotipicas, pero
para hacerlo de esta forma es indispensable obtener cultivos in vitro. Sin embargo, hay una
serie de microorganismos patdgenos que aunque los visualizamos en las muestras
bioldgicas, su aislamiento y propagacion en el laboratorio ha resultado infructuosa, por lo
que su clasificacion e identificacion no habia sido posible. No obstante, gracias al
desarrollo de técnicas en biologia molecular a mediados de los afios 80 se propuso una
nueva forma para clasificar los organismos vivos, la cual se basa en la secuenciacién del
ADN, para lo cual se debia escoger una regidn del genoma que permitiera diferenciar los
distintos grupos taxonémicos (Relman, 1993; Madigan et al., 1997).

Para establecer las relaciones evolutivas entre los organismos vivos se escogieron
los ARN ribosomales (ARNr) como excelentes moléculas diferenciales debido a que la
sintesis de proteinas es un proceso de evolucion ancestral y ademéas los ARNr son
moléculas antiguas, funcionalmente constantes, presentes en todos los organismos vivos y

moderadamente bien conservadas (Madigan et al., 1997).
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Los ribosomas de los procariotas tienen dos subunidades de 50S y 30S formadas por
complejos de nucleoproteinas. La subunidad 30S esta constituida por el ARNr 16S con
alrededor de 1.500 nucledtidos y aproximadamente 21 proteinas y la subunidad 50S esta
formada por los ARNr 23S y 5S con aproximadamente 2.900 y 120 nucledtidos
respectivamente y alrededor de 34 proteinas. Las moléculas ARNr 16S y ARNr 23S
contienen varias regiones de secuencias altamente conservadas utiles en estudios de
hibridacion. También contienen otras regiones con suficiente variabilidad de secuencias que
sirven como excelentes marcadores filogenéticos para diferenciar especies bacterianas
dentro de un género y géneros dentro de una familia. La molécula ARNr 5S también ha
sido utilizada para estudios de relaciones filogenéticas pero su pequefio tamafio ha limitado
la informacion obtenible de esta molécula (Wilson et al., 1990; Relman, 1993; Madigan et
al., 1997)

En los estudios de relaciones filogenéticas entre los procariotas ha resultado méas
facil la utilizacion de la molécula ARNr 16S que la molécula ARNr 23S debido a que la
primera molécula tiene menos nucledtidos. Al principio cuando se comenzaron a realizar
estos estudios se secuenciaba el ARNr extraido de una cierta cantidad de bacterias
cultivadas, mediante una transcriptasa reversa pero luego se idearon cebadores universales
que amplifican por PCR el gen que codifica el ARNr 16S y posteriormente se secuencia,
por lo que fue posible identificar y clasificar bacterias que no han sido cultivadas. Entre
algunos ejemplos se puede mencionar: en humanos la enfermedad de Whipples, cuyo
agente etiologico es el bacilo Tropheryma whippelii, Helicobacter pylory asociado a
gastritis, entre otros. En la Figura 3 estd representado el operén rrn de la bacteria
Escherichia coli, dentro del cual se encuentra el gen ARNr 16S (Wilson et al., 1990;
Relman. 1993; Lewin,1996; Madigan et al., 1997).

Anderson et al. (1991) desarrollaron por primera vez la técnica de PCR para la
identificacién de bacterias del género Ehrlichia utilizando dos pares de cebadores
universales, los cuales amplifican aproximadamente el 90 % del gen ARNr 16S con
productos de 733 y 767 pb para cada par. Después de analizar molecularmente a E. canis

(dos cepas), E.equi, E. phagocytophila (dos cepas), E. sennetsu y el agente etiolégico de la
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Figura 3. Representacion esquematica del operdn rrn

Ehrlichiosis Monocitica Humana encontraron diferencias entre este agente y las demas
especies analizadas por lo que propusieron el nombre de E. chaffeensis para este nuevo

agente.

Anderson et al. (1992b) realizaron una PCR convencional con los cebadores:
HE1 (5"-CAATTGCTTATAACCTTTTGGTTATAAAT-3)y
HE3 (5"-TATAGGTACCGTCATTATCTTCCCTAT-3") y los cebadores HE1 y
ECA (5"-CAATTATTTATAGCCTCTGGCTATAGGA-3") que amplifican un fragmento
en el gen ARNr 16S para la especie E. chaffeensis agente etiolégico de la Ehrlichiosis
humana, para los primeros cebadores y E. canis para los dos ultimos cebadores; esta PCR

resultd muy especifica con un producto de aproximadamente 389 pb para ambas especies.

Debido a la baja sensibilidad de la PCR convencional anterior Dawson et al. (1994),
desarrollaron una PCR anidada utilizando en una primera amplificacion los cebadores:
ECC (5"-AGAACGAACGCTGGCGGCAAGCC-3)y
ECB (5-CGTATTACCGCGGCTGCTGGCA-3") para obtener una region del gen ARNr
16S correspondiente a la mayoria de las especies Ehrlichia sp. y de otras bacterias que no
pertenecen al género Ehrlichia cuyo producto no se visualizo en la electroforesis del gel de
agarosa. En una segunda amplificacion, se utilizo como ADN molde el producto obtenido
de la primera PCR y los cebadores para la especie E. chaffeensis HE1 y HE3 se observé un

producto de aproximadamente 389 pb.

Ademas de E. canis, se ha logrado identificar en el perro tanto por la técnica de PCR
convencional como anidada a E. chaffeensis, E. risticii, E. ewingii, E. equi y E. platys
(Anderson et al., 1991; Anderson et al., 1992a; Igbal et al., 1994; Kakoma et al., 1994;
Dawson et al., 1996a; Mathew et al., 1997 Breitschwerdt et al., 1998; Murphy et al., 1998).



27

4. Cultivo in vitro de Ehrlichia sp.

Las bacterias del género Ehrlichia por su caracteristica de organismos intracelulares
obligatorios no han podido ser cultivadas en medios libres de células, ni siquiera en saco
vitelino de embrién de pollo. EI mantenimiento de estas bacterias in vitro se ha logrado en
cultivos celulares, aunque de poco valor préactico como método diagndstico de rutina debido
al tiempo requerido para ello (Ristic y Huxsoll, 1984; Rikihisa, 1991).

En este sentido Nyindo et al. (1971), lograron aislar por primera vez E. canis en
cultivos primarios de monocitos caninos in vitro a partir de plasma rico en leucocitos de un
perro con Ehrlichiosis Canina; mediante este cultivo se pudo caracterizar las diferentes
formas evolutivas de estas bacterias. Luego se establecieron cultivos primarios de
monocitos caninos in vitro en forma seriada con el inconveniente de que se necesitaban
perros clinicamente sanos como fuente de monocitos para realizar los pases debido a que

los cultivos primarios son de corta duracion (Hemelt et al, 1980).

Posteriormente se establecié la linea celular continua DH82 de macrofagos a partir
de células neoplésicas de un perro con histiocitosis maligna (Wellman et al., 1988). Esta
linea celular se presentaba como una buena alternativa para el aislamiento de las Ehrlichias
Monociticas ya que se podia mantener in vitro en forma indefinida; por lo tanto a partir de
cultivos primarios de monocitos caninos infectados, Dawson et al., (1991b), establecieron
el cultivo de E. canis en esta linea celular. En esta misma linea celular continua se logré por
primera vez el aislamiento de E. chaffeensis, agente etiologico de la Ehrlichiosis humana, a
partir de la sangre obtenida de 24 pacientes con signos y sintomas clinicos de Ehrlichiosis.
Para ello se obtuvieron los leucocitos por un gradiente de separacion y se sembraron
directamente en la monocapa de la linea celular. El aislamiento se logré en uno de los 24
pacientes (Dawson et al.,1991a). Keysary et al. (1996) aislaron por primera vez E. canis en
Israel en la linea celular continua DH82; para lograr el cultivo primero establecieron
cultivos primarios de monocitos y luego con estos cultivos infectaron la linea celular

continua.
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Se han reportado varias formas de infectar la linea celular DH82 tanto con E.
chaffeensis como con E. canis, entre las que se puede mencionar: a partir de células
mononucleares infectadas obtenidas por un gradiente de separacién y por leucocitos
infectados libres de glébulos rojos aplicando un buffer de lisis, entre otras (Igbal et al.,
1994; Lockhart et al., 1997). Brouqui et al. (1994), adaptaron E. chaffeensis en las lineas
celulares HEL299 (fibroblastos embrionarios de pulmén humano), VERO (células de rifion

de mono verde) y HelLa (células de carcinoma epiteloide cervical humano).



I1l.  MATERIALES Y METODOS

La metodologia implementada en este trabajo consistié en:

1. Aislamiento de Ehrlichia Monocitica Canina a partir de perros infectados natural

y experimentalmente:

a) Sembrando directamente las células de perros infectados naturalmente en
la linea celular DH82 cultivadas in vitro
b) En cultivos primarios in vitro de monocitos obtenidos de un perro

infectado experimentalmente

2. Deteccion de Ehrlichia Monocitica Canina en los cultivos in vitro mediante

coloracion de Giemsa e Inmunofluorescencia Directa

3. ldentificacion ultraestructural de Ehrlichia sp. en monocitos de perros

4. ldentificacion de Ehrlichia canis y E. chaffeensis por PCR

1. Aislamiento de Ehrlichia Monocitica Canina a partir de perros infectados

natural y experimentalmente

El aislamiento y la propagacion de las Ehrlichias Monociticas (E. canis y E.
chaffeensis) se ha logrado en la linea celular continua DH82 (Dawson et al.,1991a, b).

Para la realizacion de esta investigacion, la linea celular se adquirié comercialmente
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de la American Type Culture Collection (ATCC CRL-10389). Antes de comenzar

con los ensayos de aislamiento, se procedid a establecer el cultivo celular.
1.1  Establecimiento de la linea celular continua DH82

Para establecer el cultivo de la linea celular continua DH82 se procedié de
acuerdo a la metodologia descrita por Dawson et al. (1991b), con algunas
modificaciones. Una vez descongelado el vial de células y por recomendaciones de la
ATCC, se transfirieron 3x10° células a un tubo cénico de 15 ml con 10 ml de Medio
Esencial Minimo (MEM) con sales de Earle (Sigma Chemimal Company),
suplementado con 1,2 % de glutamina (200 mM) (Hyclone) y 6 % de suero fetal
bovino (SFB) inactivado (Hyclone); ademas se afadié gentamicina a una
concentracion de 8 mg %. Se realizaron intentos de adaptacion de la linea celular con
MEM suplementado con suero canino inactivado, ya que algunos investigadores
reportan en la literatura la suplementacion del medio con suero canino al inicio del
aislamiento (Dawson et al.,1991b; Keysary et al.,1996). Al principio se prob6 una

relacion suero canino: suero bovino 1:3, conservando un 15 % de suero total.

Después de 10 minutos de centrifugacion a 61 x g y descartado el
sobrenadante, el concentrado celular se resuspendié en 5 ml de MEM. La suspension
celular fue afiadida a un frasco de cultivo de tejidos de 25 cm?, completandose a 10
ml con medio de cultivo e incubandose a 37 °C sin atmosfera de CO,. Diariamente se
reviso al microscopio invertido para observar la formacion de la monocapa y el medio

de cultivo se cambié cada 48 a 72 horas.

Con la finalidad de calcular la fase de crecimiento celular en la que se debian
utilizar las células para crio-conservarlas (fase logaritmica) y la fase en las que
estaban listas para realizar subcultivos o ser infectadas (fase estacionaria), se

establecié una curva de crecimiento celular. En el dia cero (0) de la curva, se
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sembraron 27 frascos de cultivo de 25 cm® con 3 x 10° células cada frasco.
Posteriormente se realizaron contajes celulares desde el tercer hasta el décimo dia y
otro al decimocuarto dia del inicio del cultivo y se calcularon los porcentajes de
viabilidad por triplicado, utilizdndose para ello la camara de Neubauer y el colorante

supravital Azul Tripan.

Una vez establecida la fase estacionaria de la curva de crecimiento, se
procedio a expandir la linea celular continua DH82. Para esto se descartd el medio
viejo del frasco de cultivo y se afiadio 5 ml de medio de cultivo nuevo; utilizando un
policia (cell scraper) o tripsina se desprendio la monocapa celular. Luego de realizado
el contaje celular se transfirieron 3 x 10° células a frascos de cultivo de 25 cm?. Las
condiciones de incubacién fueron las mismas a las descritas anteriormente,
observandose diariamente al microscopio invertido hasta la formacion de la

monocapa.

Determinada la fase logaritmica de la curva de crecimiento celular, se
procedid a realizar los ensayos para la crio conservacion de las células. Se desprendio
la monocapa de los cultivos que estaban en fase estacionaria y efectuado el contaje
celular se sembraron 9 x 10° células en frascos de cultivo de 75 cm® con las
condiciones de incubacion ya descritas. Cuando las células alcanzaron la fase
logaritmica se procedié a desprenderlas para contarlas y resuspenderlas en medio
crioconservador. Para realizar este procedimiento al principio se probd la
metodologia recomendada por la ATCC, con la concentracién celular 5 x 10°
células/ml y el medio constituido por 5 % de Dimetil Sulféxido (DMSO), 15 % de
SFB y 80 % de MEM base; a este medio se le denominé medio conservador A.
Debido a los resultados obtenidos con esta metodologia se realizaron otros ensayos
con la concentracién celular 2,5 x 10° células/ml y el mismo medio conservador A;
ademas estas dos concentraciones celulares también se probaron con otros dos medios

conservadores: el medio conservador B formado por 7% de DMSO, 20 % de SFB y
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73 % de MEM base y el medio conservador C compuesto por 5 % DMSO, 45 % de
SFB y 50 % de MEM base. Cada una de las concentraciones celulares se repartieron
en viales crioconservadores con cada uno de los tres medios procediéndose a congelar
en forma gradual, primero a -20 °C durante 2 horas como maximo, luego a -70 °C
durante 72 horas como minimo y finalmente los viales fueron almacenados en
recipientes de nitrogeno liquido. Luego se procedié a descongelar y evaluar la
viabilidad de las células a diferentes periodos de tiempo: una semana, dos semanas,

un mes, dos meses, tres meses y seis meses.

1.2 Aislamiento de Ehrlichia Monocitica Canina directamente en la linea

celular continua DH82 cultivada in vitro

Establecida la linea celular continua DH82 para el aislamiento del
microorganismo en estudio, se procedid a diagnosticar Ehrlichia Monocitica Canina
por medio de Frotis de Capa Blanca (FCB), a partir de perros con signos clinicos de
Ehrlichiosis Canina, infectados naturalmente que asistieron a la consulta del Hospital
de Pequefios Animales "Dr. Daniel Cabello™ de la Facultad de Ciencias Veterinarias
de la Universidad Central de Venezuela (UCV) Nucleo Maracay. Para ello se colectd
sangre de 9 perros, de los cuales 8 eran mestizos y uno de la raza Boxer. Una vez
seleccionados los perros con signos clinicos y FCB en los que se observaran Ehrlichia
Monocitica Canina, se procedio a seguir dos metodologias para obtener las células

infectadas:

a) Células mononucleares obtenidas por gradiente de Ficoll/Hypaque
b) Leucocitos obtenidos después de la aplicacion de un buffer de lisis
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1.2.1 Extraccion sanguinea

A tres de los 9 perros se les extrajo asépticamente 10 ml de sangre de la vena
cefdlica y fue distribuida de la siguiente manera: 4 ml con acido etilendiamino
tetracético (EDTA) para realizar hematologia completa (Coulter electronico 410),
FCB y Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) y 6 ml con heparina, para
obtencion de células mononucleares a través de gradiente de Ficoll/Hypaque. La
muestra de sangre para realizar la PCR fue transferida a viales y almacenada a -70 °C

hasta su uso.

De otros tres perros se obtuvieron 20 ml de sangre con EDTA, 10 ml fueron
utilizados para efectuar las determinaciones anteriormente mencionadas y los otros 10
ml se emplearon para llevar a cabo estudio por Microscopia Electronica de
Transmision. A los Gltimos tres perros se les extrajo aproximadamente 35 ml de
sangre repartidos como se menciona a continuacion: entre 4 ml a 5 ml con EDTA
para realizar las pruebas hematoldgicas, FCB y PCR y 30 ml con heparina para
obtener leucocitos libres de globulos rojos después de la aplicacion de un buffer de

lisis

1.2.2 Frotis de Capa Blanca (FCB)

El FCB se realizd de acuerdo a la metodologia descrita por Carter et al.
(1971), llenando dos tubos capilares por perro y centrifugando en una
microcentrifuga (Clay Adams) a maxima velocidad durante 5 minutos.
Posteriormente y mediante el uso de un lapiz de diamante se cortd la interfase y se
separ0 la capa de globulos blancos y plaquetas, la cual se coloco en una lamina
portaobjeto. Seguidamente se realizaron los extendidos, dejandose secar a
temperatura ambiente y se fijaron con metanol. Luego se tifieron con coloracion

rapida de Giemsa modificada (Hemacolor de Merck) y se dejaron secar a temperatura
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ambiente para luego observarlo al microscopio de luz con objetivo de inmersion
(100X), examinandose entre 400 y 500 campos microscopicos con la finalidad de
observar la morfologia de los leucocitos. La positividad se determind mediante la
visualizacion de inclusiones baséfilas (moérulas Ehrlichiales) en el citoplasma de las

células mononucleares.

1.2.3 Obtencién de células mononucleares por gradiente de
Ficoll/Hypaque (F/H)

De los 9 perros seleccionados con FCB positivo se escogieron tres para
obtener células mononucleares mediante gradiente de F/H de acuerdo a la
metodologia descrita por Boyum (1968) con algunas modificaciones. Para esta
técnica 6 ml de sangre heparinizada de cada uno de los tres animales se centrifugo a
170 x g durante 15 minutos, descartandose el plasma y reconstituyendo este volumen
con buffer fosfato salino (PBS) 0,1 M pH 7,2. La sangre reconstituida se afiadié en un
tubo cénico graduado que previamente contenia 3 ml de F/H. Luego de una
centrifugacion a 250 x g durante 45 minutos se recuperd la fraccion de celulas
mononucleares, la cual se coloc6 en un tubo conico graduado con 10 ml de PBS para
realizar tres lavados con PBS a 250 x g durante 10 minutos. En el Gltimo lavado el
sedimento celular se resuspendié con 5 ml de MEM suplementado con SFB y esta
suspension se colocé en un frasco de cultivo de 25 cm?® con células DH82 en fase
estacionaria. EI medio de cultivo se cambid al tercer dia postinfeccion y luego dos

veces semanales.

1.2.4 Obtencidn de leucocitos después de la aplicacion de un buffer de

lisis

De cada de uno de los tres perros escogidos para realizar esta metodologia se
extrajeron 30 ml de sangre y se dividieron en alicuotas de 10 ml cada una para
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proceder de acuerdo a lo descrito por Dawson et al. (1994) Obtenidos los leucocitos
y después de realizar tres lavados al sedimento celular con PBS se resuspendio en 5
ml de MEM suplementado con SFB y esta suspension se coloc6 en un frasco de
cultivo de 25 cm? con células DH82 en fase estacionaria. ElI medio de cultivo se

cambi¢ al tercer dia postinfeccion y luego dos veces semanales.

1.3 Aislamiento de Ehrlichia Monocitica Canina en cultivos primarios
in vitro de monocitos sanguineos obtenidos de un perro infectado

experimentalmente

El microorganismo para realizar la infeccion experimental se obtuvo de un
perro infectado naturalmente, mestizo, de afio y medio de edad que asistié a la
consulta del Hospital de Pequefios Animales "Dr. Daniel Cabello™ de la Facultad de
Ciencias Veterinarias de la UCV, Nucleo Maracay. Al animal se le extrajeron 10 ml
de sangre con EDTA de los cuales con 5 ml se realiz6 hematologia completa, FCB y
una alicuota de 2 ml se guardd a —70 °C para realizar posteriormente la PCR. El resto
de la sangre se conservo a 4 °C para utilizarla como inoculo a las 24 horas despues de

extraida.

Con el propésito de preparar cultivos primarios infectados, se inocul6é con 5
ml de sangre infectada una perra de aproximadamente tres afios de edad, mestiza,
esplenectomizada con un afio de anterioridad. Las condiciones de alimentacion y las
del ambiente donde se mantuvo el animal fueron similares a las descritas por
Gutiérrez et al. (1999). La temperatura corporal de la perra se midié dos veces al dia,
15 dias antes y 70 dias después de la inoculaciéon utilizandose para ello un

termometro Sun ® Great KD-204A.

Para comprobar la infeccion del animal se extrajeron 10 ml de sangre, de los
cuales se utilizaron 4ml con EDTA para realizar hemoglobina (Hb) y hematocrito
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(Hto), recuento de leucocitos y plaquetas (Coulter electronico Onix), velocidad de
sedimentacion globular (V.S.G.) en tubos de Wintrobe y FCB; estas determinaciones
se realizaron a los dias 0, 10, 14, 17, 19, 20, 21, 23, 25, 28, 44 y 70 postinoculacion
(PI). Se almacenaron a -70 °C 2 ml de sangre con EDTA para la PCR, la cual se
colecto a los dias 0, 10, 14, 17, 19, 23, 32, 43, 50, y 73 PI. Se realiz6 serologia los
dias 0 y 70 PI para lo cual se extrajeron aproximadamente 4 ml de sangre total. Para
los cultivos primarios se obtuvieron 60 ml de sangre con heparina a los dias 19, 21,
23y 25 PI. El tratamiento se inici6 en el dia 50 PI con doxiciclina a una dosis de 200

mg/dia via oral durante 14 dias.

1.3.1 Cultivos primarios de monocitos

Con el objetivo de aislar Ehrlichia Monocitica Canina se realizaron dos tipos

de cultivos primarios de monocitos:

1. Cultivos Primarios de monocitos no infectados

2. Cultivos Primarios de monocitos infectados

1.3.1.1 Cultivos Primarios de monocitos no infectados

Con la finalidad de utilizarlos como control negativo y para realizar los pases
de los cultivos primarios de monocitos infectados, se establecieron cultivos primarios
de monocitos no infectados de acuerdo a una metodologia similar a la descrita por
Hemelt et al. (1980). Se extrajeron 40 ml de sangre con heparina de una perra raza
Pastor Aleméan de dos afios de edad, sana y seronegativa al Ag de Ehrlichia canis. La
sangre se afiadio a un cilindro que contenia 20 ml de Na,SO, -Dextrano al 2,5 % en
solucién salina al 0,85 %. Después de mezclar suavemente la sangre permanecio en

reposo a temperatura ambiente durante 45 minutos. Esta metodologia se realiz6 con la
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finalidad de aumentar la velocidad de sedimentacion de los globulos rojos para

obtener un plasma-Dextrano rico en leucocitos.

Después de extraido el plasma en un tubo cénico graduado de 50 ml se
centrifugo a 250 x g durante 10 minutos y en aquellos donde se observaban glébulos
rojos, el sedimento celular se resuspendi6 en 5 ml de buffer de lisis (NH4Cl 150 mM;
KH,PO,4 0,7 mM; EDTA-Na, 3 mM) para eliminar los mismos. Luego de 5 minutos
se afadié 30 ml de MEM base no suplementado y se centrifugd en las mismas
condiciones anteriores. El sobrenadante se descarto y el sedimento celular se
resuspendio en 30 ml de medio MEM suplementado con 1,2 % de glutamina (200
mM) (Hyclone), 15 % de SFB (Hyclone) o 15 % de suero canino inactivado y se
afiadieron voltimenes de 10 ml en frascos de cultivo de 25 cm?; el medio se cambi6

dos veces a la semana.

1.3.1.2 Cultivos Primarios de monocitos infectados

Estos cultivos se establecieron de acuerdo a lo descrito por Nyindo et al.
(1971) con ciertas modificaciones; en un cilindro graduado de 100 ml se colocaron 60
ml de sangre heparinizada de la perra inoculada experimentalmente y en fase aguda
de la enfermedad cuando en el FCB se observaban morulas intracitoplasmaticas en
células mononucleares. La sangre de este animal sedimentaba espontaneamente
después de una hora en reposo a temperatura ambiente debido a que generalmente en
la etapa aguda de la Ehrlichiosis Canina la V.S.G. estd aumentada. Transcurrido este
tiempo se obtenia un plasma rico en leucocitos, el cual se afiadié en frascos de cultivo

de 25 cm? en volGmenes entre 8 a 10 ml.

Los frascos se incubaron a 37 °C sin atmdsfera de CO, durante 48 horas;
transcurrido este tiempo se descart6 el sobrenadante y la superficie del recipiente de
cultivo se lavo suavemente dos veces con MEM base sin suplementar y luego se
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afiadié 10 ml de MEM suplementado con 15 % de suero canino (6 cultivos) o 15 %
de SFB (3 cultivos) inactivado. Los cambios del medio se realizaron dos veces por

Semana.

Después de 15 a 20 dias del inicio de estos cultivos se realizaron pases a
cultivos primarios no infectados previamente establecidos de los cuales hubo un
cultivo que llegd al cuarto pase. Cuando se cambiaba el medio, el sobrenadante de los
cultivos con SFB se afiadia a la linea celular DH82 y cuando se realizaban los pases,
hubo cultivos completos con SFB que también se pasaron a la linea DH82. Algunos
cultivos infectados del segundo y tercer pase cuyo medio estaba suplementado con
suero canino se centrifugaron a 3.180 x g durante 15 minutos, se descartd el
sobrenadante y el sedimento se resuspendié en 5 ml de medio suplementado con SFB
al 15 %, luego esta suspension se afiadio a cultivos celulares DH82 en fase

estacionaria.

La determinacién del porcentaje de monocitos infectados se evalud por
coloracion de Giemsa modificada e Inmunofluorescencia Directa (IFD) y se
guardaron muestras a -70 °C para realizar la PCR. De los cultivos del tercer pase se
almacen6 a -70 °C el contenido de un frasco de cultivo con 65 % de monocitos
infectados cuyo medio estaba suplementado con suero canino (aproximadamente 5
ml) en un volumen igual de glicerol al 15 % en buffer fosfato salino (Na,HPO, 10
mM; KH,PO,4 10 mM; NaCl 0,85 %) pH 7,4 para realizar posteriormente inoculacién

experimental en un perro sano.

1.4 Inoculacion experimental de un perro sano utilizando como

indculo cultivos primarios de monocitos infectados

Para comprobar la infectividad de los cultivos primarios se procedié a

inocular via intravenosa a una perra raza Pastor Aleman de tres afios de edad. Se
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utilizé como inéculo 5 ml de cultivo primario del tercer pase con aproximadamente
65 % de monocitos infectados que habian estado almacenados a —70 °C. Se evaluaron
diariamente los signos clinicos y la temperatura corporal del animal se midié dos
veces al dia, desde 7 dias antes de la inoculacion hasta el dia 48 PI. Con la finalidad
de evaluar los cambios hematologicos se extrajeron 10 ml de sangre, de los cuales se
utilizaron 4ml con EDTA para realizar Hb y Hto, recuento de leucocitos y plaquetas
(Coulter electronico Onix), V.S.G. y FCB; estas determinaciones se realizaron a los
dias 0, 6, 9, 14, 16, 18, 29 y 64 PI. Se almacenaron a -70 °C 2 ml de sangre para la
PCR a los dias 0, 6, 14, 18, 21, 25, 46 y 64 PI; para la serologia se almacenaron 2 mi
de suero a —20 °C, cuyas muestras se extrajeron a los dias 0, 6, 9, 14, 18, 21, 25,46 y
64 PI. El tratamiento con doxiciclina comenz6 en el dia 24 Pl (200 mg/dia) y se

mantuvo durante 14 dias.

2. Deteccién de Ehrlichia Monocitica Canina en los cultivos in vitro por

coloracion de Giemsa e Inmunofluorescencia Directa (IFD)

Tanto los cultivos in vitro de ceélulas DH82 inoculados directamente con
células monucleares infectadas obtenidas por gradiente con F/H o con leucocitos
libres de glébulos rojos como los cultivos primarios in vitro, comenzaron a
examinarse a partir del tercer dia postinfeccion, dos veces a la semana hasta el dia 60
postinoculacion. Con la finalidad de calcular el porcentaje de células infectadas entre
el total de células desprendidas en el sobrenadante del medio de cultivo, cada vez que
se cambiaba el medio se afiadia 0,5 ml en viales cilindricos de base plana de 12 mm
de didmetro en cuyo interior se encontraba una laminilla de 64 mm?. Posteriormente
se centrifugd a 110 x g durante 10 minutos para que las células se adhirieran a la
laminilla. Luego se extraian las laminillas del vial y se dejaban secar a temperatura
ambiente. Una laminilla se fijé con metanol para colorearla con Giemsa modificada y

otra se destind para realizar Inmunofluorescencia Directa (IFD).
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Una vez seca la laminilla que se iba a evaluar con IFD se fijo con acetona
durante 10 minutos y se esper0 una hora hasta afadir el conjugado anti-Ehrlichia
Monocitica Canina preparado en el laboratorio (Anexo A). El conjugado se utiliz6 a
una dilucion 1/40 (previa estandarizacion de la dilucion de trabajo) en Azul de Evans
diluido 1/10 en buffer fosfato salino (PBS) (Na,HPO4 57 mM; K,HPO, 18 mM; NaCl
0,44 %) pH 7,2. Después de un periodo de incubacion de 35 minutos a 37 °C en
camara humeda se realizaron tres lavados de 10 minutos cada uno, dos lavados con el
buffer mencionado anteriormente y uno con agua destilada. Se esper6 a que se secara
la laminilla a temperatura ambiente y seguidamente se afiadié una gota de una
solucion tamponada de glicerina (9 partes de glicerina y 1 parte de PBS). Las
laminillas se examinaron en un microscopio de fluorescencia (Carl Zeiss) usando una
fuente de luz ultravioleta. Simultdneamente se ensayaron por IFD laminillas con

células DH82 no infectadas como controles negativos.

3. Identificacion ultraestructural de Ehrlichia sp. a través de Microscopia

Electronica de Transmision (MET)

Para comprobar que las inclusiones baséfilas observadas correspondian a
bacterias del género Ehrlichia, de los nueve perros selecionados anteriormente se
escogieron tres muestras sanguineas para realizar MET. Se dejé sedimentar
espontaneamente 10 ml de sangre con EDTA a temperatura ambiente durante una
hora para obtener el plasma rico en leucocitos. Este plasma se transfirié a un tubo
conico graduado de vidrio, el cual se centrifugd a 250 x g durante 10 minutos. Se
descart6 el plasma. El sedimento celular se fijé en glutaraldehido al 2 % en buffer
fosfato 0,2 M (PB), luego se postfijo con tetradxido de osmio al 1 % en PB,
seguidamente se deshidratd en concentraciones crecientes de etanol (50 %, 75 %, 95
% y 100 %) y se infiltr6 e incluy6 en plastico (Embed-812; Electron Microscopy
Sciences, Fort Washington, PA 19034, USA), utilizando el éxido de propileno como
solvente intermedio. De los bloques se cortaron secciones finas (60-80 nm) con un



41

ultramicrotomo Porter Blum Sorvall MT2, los cuales se recogieron en rejillas de 200
mesh y se contrastaron con acetato de uranilo y citrato de plomo. Las muestras fueron
observadas y fotografiadas en un microscopio electrénico de transmision Phillips EM
208 a 60 kV.

4. Identificacion de Ehrlichia canis y Ehrlichia chaffeensis mediante

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

4.1  Extraccion de ADN a partir de muestras sanguineas y cultivos

Las muestras de sangre y los cultivos de E. canis y E. chaffeensis fueron
almacenadas a —70 °C. Para extraer el ADN se procedi6 de acuerdo a lo descrito por
Tzianabos et al.(1989) con algunas modificaciones. En cada caso, una muestra de 250
ul (de sangre o cultivo) fue descongelada y transferida a un tubo para microcentrifuga
de 1,5 ml; se adicionaron 80 ul de dodecil sulfato de sodio (SDS) al 6 % y 25 ul de
proteinasa K (1mg/ml) (Promega), para finalmente mezclar e incubar a 50 °C durante
una hora con agitacién ocasional. Culminada la incubacion con proteinasa K se
realiz6 una extraccion con un volumen igual (350 ul) de fenol equilibrado con buffer
Tris-Hcl 100 mM, pH 8 y seguidamente con un volumen igual de fenol-cloroformo-
alcohol isoamilico 25:24:1 (Anexo B). Luego se calculo el volumen de la fase acuosa
de la dltima extraccion y se precipitdé el ADN, afiadiendo acetato de sodio 3 M, pH
5,25 (1/10 del volumen de la fase acuosa recuperada), y etanol absoluto frio (2,5
volimenes). Se dejé a —20 °C durante 20 minutos y se centrifugé a 15.000 x g
durante 15 minutos. Se descartd el sobrenadante y el sedimento de ADN fue lavado
dos veces con etanol al 70%, centrifugando a la misma velocidad por 5 minutos.
Finalmente, se descart6 el sobrenadante y se agreg6 etanol al 100 %, se centrifugd en
las mismas condiciones anteriores y el sedimento (seco) se resuspendidé en 50 ul de
buffer TE (Tris-HCI 10 mM EDTA 1 mM, pH 8).
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Se determind la concentracion y pureza del ADN midiendo la absorbancia
tanto a 260 nm como a 280 nm en un espectrofotdbmetro (Beckman DU 650). Para
determinar la calidad del ADN se realiz6 una corrida electroforética en gel de agarosa
al 1 % en buffer TBE (Tris 90 mM; H,BO3 90 mM; EDTA 2mM, pH 8) tefiido con
bromuro de etidio (Anexo C). El patron electroforético fue visualizado por

transiluminacién UV en un equipo Gel Doc 1000 (Bio-Rad).

4.2 Estandarizacion de la Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR)
anidada para el diagnéstico de E. canis y E. chaffeensis

Para poder realizar la identificacion de las Ehrlichias Monociticas fue
necesario estandarizar la PCR anidada, utilizando en una primera ronda (PCR de

género) el par de oligonucleotidos sintéticos (Operon technologies, inc.):

ECC (5"-AGAACGAACGCTGGCGGCCAAGC-3),y

ECB (5"-CGTATTACCGCGGCTGCTGGCAS") (Dawson et al., 1994), los cuales
amplifican una region del gen ARNr 16S de la mayoria de las especies de Ehrlichia 'y
bacterias como por ejemplo: Rickettsia rickettsii, Anaplasma marginale, Escherichia
coli, entre otras. La metodologia empleada fue de acuerdo a lo descrito por Wen et
al., (1997) con algunas modificaciones. La reaccion se realizo en un volumen final de
50 ul de mezcla, la cual contenia 5 ul de buffer para PCR 10 X, 10 ul de MgCl, 25
mM, 4 ul de la mezcla de desoxinucledsidos trifosfato 2,5 mM, 2 pmoles de los
oligonucleotidos y 1,25 U de Taqg polimerasa (Promega) en buffer B (Tris-HCI, 20
mM, pH 8; KCI 100 mM; EDTA 0,1 mM; DTT 1 mM; Glicerol 50 %; Nonidet P-40
0,5 %y Tween 20 0,5 %).

Para las amplificaciones se utilizo el siguiente esquema de temperaturas y
tiempos, programado en un termociclador PTC-200 (Research MJ): 94 °C durante 4
minutos, luego 40 ciclos de 94 °C durante un minuto para la desnaturalizacion del

ADN, 60 °C durante un minuto para la hibridacion de los oligonucleétidos y 72 °C
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durante un minuto para la extension de las cadenas de ADN. Tomando en cuenta los
resultados obtenidos con la temperatura de hibridacién de 60 °C, se realizaron

ensayos variando la temperatura de hibridacion a 65 °C, 66 °C, 67 °C y 68 °C.

Para la estandarizacion se utilizo ADN extraido de un cultivo de células DH82
(macrofagos caninos) infectado con E. chaffeensis, gentilmente cedido por la Dra.
Jacqueline Dawson del CDC de Atlanta (Estados Unidos). EI ADN de E. canis fue
obtenido a partir de la linea celular DH82, expandida e infectada de acuerdo al
método descrito en comunicacion personal por la Dra. Dawson (anexoD). El vial de
E. canis también fue gentilmente cedido por la Dra. Dawson. EI ADN extraido de los
cultivos infectados es una mezcla de ADN de los macrofagos caninos y ADN de la
Ehrlichia, por lo tanto es imposible determinar la concentracién verdadera del ADN
Ehrlichial. Por esta razon, los ensayos iniciales se realizaron con 1uly 10 ul de ADN
de estos cultivos. Una vez estandarizada la PCR, el ADN extraido de las muestras
sanguineas se probaron a estos dos volumenes. Esto se hace debido a que los
organismos Ehrlichiales son intracelulares obligatorios y es dificil estimar la
concentracion verdadera del ADN bacterial. EI ADN de la muestra es una mezcla de
ADN de la célula hospedadora y ADN de la Ehrlichia; este Gltimo puede estar en muy
altas o en muy bajas concentraciones y estas dos situaciones pueden producir
resultados falsos negativos. Debido a que los cebadores de género (ECC/ECB)
amplifican el ADN de otras bacterias, entre ellas Escherichia coli, se incluy6 el ADN
de esta bacteria en la estandarizacion; se utilizaron 20 y 200 ng contenidos en
volimenes de 1 ul y 10 ul respectivamente. Como control negativo se utilizaron 100
ng de ADN extraido de células DH82 no infectadas (en un volumen de 10 ul) y como

control de reactivos 10 ul agua en lugar de ADN.

Para la estandarizacion de la segunda PCR se ensayaron volumenes de 1,2y 5
ul del producto de la PCR anterior, los cuales servirian como plantilla de ADN para

la segunda, y los oligonucledtidos para la especie E. canis:
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ECA (5"-CAATTATTTATAGCCTCTGGCTATAGGA-3),y

HE3 (5-TATAGGTACCGTCATTATCTTCCCTAT-3') (Anderson et al.,
1992b).

Para la especie E. chaffeensis se utilizaron las mismas cantidades de producto

descritas anteriormente y los oligonucle6tidos para la especie E. chaffeensis:
HE1 (5"-CAATTGCTTATAACCTTTTGGTTATAAAT-3),y

HE3 (5 -TATAGGTACCGTCATTATCTTCCCTAT-3) (Anderson et al.,
1992h).

La concentracion de los reactivos utilizados en la mezcla de PCR y la
metodologia empleada fue semejante a la descrita en la primera PCR pero se ensay6

una sola temperatura de hibridacion de 60 °C.

Para analizar los productos formados tanto en la primera como en la segunda
PCR, se mezclaron 10 ul de cada una de las mezclas de amplificacion, 3 ul de buffer
5X para muestras de ADN (Tris-HCI 10 mM, pH 7,5; SDS 1 %; Glicerol 80 %,
0,01% azul de bromofenol; 0,01% azul de xilencianol) y 2 ul de agua para un
volumen final de 15 pl. Se colocaron 12 ul de esta mezcla en cada uno de los canales
de un gel de agarosa al 1,2 % tefiido con bromuro de etidio. La corrida electroforética
se realizd a un voltaje constante de 60 Voltios (debe determinar 60 mA inicialmente)
durante 1 hora. Se incluy6é una muestra con patrones de peso molecular (Marcador de
100 pb o 1 Kb, Promega). El patron electroforético fue visualizado por

transiluminacién UV y analizado como se indic6 en la Seccién 4.1.
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4.3  Analisis de secuencias y estimacion de condiciones 6ptimas para la
hibridacion

Antes de realizar la estandarizacion se comprobd la hibridacion de los
cebadores con el ADN de las bacterias a utilizarse en la PCR, se obtuvo la secuencia
parcial del gen ARNr 16S de E. canis (cepa de Oklahoma, nimero de acceso
M73221) y E. chaffeensis (cepa de Arkansas, nimero de acceso M73222) depositadas
en el Banco de genes, a través del servicio PUBMED.

Una vez obtenidas las secuencias, se realizé el analisis de hibridacion entre los
cebadores ECC/ECB y los genes de E. canis y E. chaffeensis usando el programa
Gene Runner (version 3.00 de Hastings Software, Inc., 1994). El cebador ECC
hibridiza desde la posicion 4 hasta la 25 de la secuencia en el gen de ambas bacterias
y el cebador ECB entre las posiciones 460 y 481 para E. canis y 462 a la 482 para E.
chaffeensis. Como en la prueba se utilizaria ADN de E. coli como control, se acceso a
la secuencia completa del gen ARNr 16S (nimero de acceso JO1695). Este mismo
analisis de realizé con los cebadores ECA/HE3 especificos para la especie E. canis y
HE1/HE3 para E. chaffeensis.

Analizando las caracteristicas fisico-quimicas del cebador ECA en el
programa Gene Runner se observO que tiende a formar estructuras secundarias

estables del tipo horquilla con bucle, las dos mas estables se muestran a continuacién:

5'CAATTATTTATAGCCT 5'CAATTATTTATAGCCT
LI I C [11I] C
3' AGGATATCGGT 3 AGGATATCGGT
Tm =53,7°C; AG% =-3,7 Kcal/mol Tm =60,3°C; AG% =-3,6 Kcal/mol

Como se puede observar, ambas estructuras tienen un cambio de energia libre
de formaciéon bastante favorable (-3,7 y -3,6 Kcal/mol, respectivamente) y

temperaturas de fusion que practicamente aseguran gque una porcion importante del
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cebador se encuentre estructurado. Es particularmente importante la estructura con
temperatura de fusion de 60,3 °C pues el ciclo reportado para la PCR tiene 60°C como
temperatura de hibridacion. Por lo tanto, se puede predecir que aproximadamente un
50% del cebador estard inhabilitado para hibridar. Para evitar esta limitacion se
decidié ensayar la PCR calentando el cebador a 80 °C durante dos minutos antes de
afiadirlo a la mezcla de reaccion. El cebador HE1 también tiende a formar las mismas
estructuras secundarias estables mencionadas anteriormente, siendo las tres mas
estables las que se sefialan a continuacion:

5 CAATTGCTTATAACCTT 5 CAATTGCTTATAACCTT 5 CAATTGCTTATAACCTT
NERRRRI LT ] | 1111 ]

3 TAAATATTGGTT 3 TAAATATTGGTT 3 TAAATATTGGTT
Tm =63,7°8 C; Tm = 60,3°C; Tm = 55,2 °C;
AG% = -5,6 Kcal/mol AG% = -4,1 Kcal/mol AG% = -3,0 Kcal/mol

Realizando el mismo analisis que se hizo con el cebador ECA se procedio a ensayar

la PCR con el mismo criterio.



IV. RESULTADOS

1. Aislamiento de Ehrlichia Monocitica Canina a partir de perros infectados

natural y experimentalmente

1.1 Establecimiento de la linea celular continua DH82

La linea celular DH82 se obtuvo de la American Type Culture Collection
(ATCC CRL-10389), por lo tanto para conocer sus caracteristicas de crecimiento y
establecer el cultivo en el laboratorio se procedid a realizar una curva de crecimiento
realizando contajes celulares y porcentajes de viabilidad por triplicado el dia en que se
sembraron los frascos de cultivo (dia 0) y luego desde el tercer hasta el décimo dia

después de sembrado para finalmente realizar un contaje al decimocuarto dia.

Los resultados promediados de los recuentos celulares y porcentajes de
viabilidad celular se graficaron tomando en cuenta el total de células por frasco de
cultivo y su respectivo porcentaje de viabilidad vs. dias del cultivo. Como se observa
en la Figura 4, la fase logaritmica estuvo comprendida entre el cuarto y sexto dia de
iniciado el cultivo, observandose al microscopio invertido que las células ocupaban
aproximadamente entre el 85% y 95 % de la superficie del frasco de cultivo, formando
una monocapa celular. La fase estacionaria se alcanzé entre los dias séptimo y octavo
y una de sus caracteristicas fue la observacién al microscopio invertido de grupos
celulares semejantes a racimos celulares que sobresalian de la superficie de la
monocapa celular; finalmente el nimero total de celulas empezé a declinar al noveno
dia. El tiempo de duplicacién de la poblacion celular se observo al sexto dia y el

méaximo valor de células totales fue de 6,8x10°. El porcentaje de viabilidad se
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Figura 4. Curva de crecimiento de la linea celular DH82

mantuvo estable durante cada una de las fases de la curva entre el 96 % y 97 % vy se

observo un leve descenso después del noveno dia de cultivo.

La linea celular no se adaptd al medio de cultivo cuando el medio se
suplementd con suero canino. Las caracteristicas del cultivo que nos permitieron
hacer esta afirmacién fueron: el abundante desprendimiento celular observado y la
disminucion de la viabilidad hasta en un 65% cuando los cultivos tenian tres dias de
sembrados, por lo tanto se decidi6 seguir los cultivos con medio suplementado con

suero fetal bovino.

Con respecto a la crioconservacion de las células, se observé que con las
condiciones recomendadas por la ATCC (5x10° células/ml en medio conservador A) a
los tres meses de descongeladas las células, la viabilidad estaba comprendida entre el
60% y el 70 %, por lo tanto se decidi ensayar la concentracién celular 2,5x10°
células/ml y ademas los medios conservadores B y C. De las diferentes pruebas que se

realizaron con cada una de las concentraciones celulares y cada uno de los medios de
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conservacion se observo que la concentracion celular y medio conservador que resultd
con porcentajes de viabilidad mayores o iguales al 90 % cuando se descongelaban
células que tenian hasta seis meses de congeladas fue la concentracion celular 2,5 x
10° células/ml y el medio conservador C, el cual estaba constituido por 5 % DMSO,
45 % SFB y 50 % de MEM base.

1.2 Aislamiento de Ehrlichia Monocitica Canina directamente en la linea

celular continua DH82 cultivada in vitro

1.2.1 Frotis de Capa Blanca (FCB) y Hematologia

En los FCB de los nueve perros escogidos se observaron moérulas basoéfilas
intracitoplasmaticas caracteristicas en células mononucleares sugestivas de Ehrlichia

Monocitica Canina (Figura 5).

En el cuadro N° 1 se presentan los resultados de la hematologia y recuento de
plaquetas de los nueve perros seleccionados. Se puede observar que de acuerdo a los
valores referenciales de los parametros hematoldgicos en los perros, (Anexo E) los
nueve animales presentaron trombocitopenia y anemia (100 %) y dos tenian ademas
leucopenia (22,2 %). Con respecto a los valores absolutos del diferencial de leucocitos
se pudo evidenciar un perro con neutropenia (11,1 %), uno con linfopenia (11,1 %),

uno con linfocitosis (11,1 %) y dos con monocitosis (22,2 %).

A partir de las muestras de sangre de los 9 perros infectados naturalmente se
obtuvieron células mononucleares mediante gradiente de Ficoll- Hypaque o leucocitos
libres de glébulos rojos, como se explica en la seccion de Materiales y Métodos. En
ambos casos las células resultantes se inocularon directamente en frascos de cultivo
con células DH82 en fase estacionaria. A pesar de que se logré establecer el cultivo de
las células DH82, los intentos de aislamiento de los organismos Ehrlichiales a partir
de las celulas de los perros infectados naturalmente fueron infructuosos, ya que las

células desprendidas de los cultivos estaban negativas por Inmunofluorescencia
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Figura 5. Frotis de Capa Blanca donde se observan las inclusiones intracitoplasmaticas
basdfilas correspondientes a las morulas (M) en células mononucleares. Coloracion de

Giemsa. 1000X

CUADRO N°1

Datos hematoldgicos de los perros seleccionados para el aislamiento de

Ehrlichia Monocitica Canina

Perro  Hb Hto Pqgtas Leu Neu Lin Mon  Eos Ban

N° gridl % x10°  x10° % (*) % (*) % (*) %(*) % (¥
I 8

1 58 17 38 10,3 58(5974) 32(3296) 10(1030)

2 10,5 31 29 8,4 71(5964) 22(1848) 7 (588)

3 9,0 27 21 6,3 57(3591) 19(1197) 23(1449) 1(63)

4 7.7 25 14 9,2 54(4968) 35(3220) 11(1012)

5 78 23 71 15,1 35(5285) 48(7248) 12(1812)  3(453)  2(302)

6 838 27 125 6,8 66(4488) 14 (952)  8(544) 12 (816)

7 8,9 25 28 5,6 64(3584) 13(728) 23(1288)

8 10 27 15 39 52(2028) 39(1521) 6(234) 3(117)

9 9,6 26 113 9,8 51(4998) 20(1960) 20(1960) 8 (784) 1(98)

Hb: Hemoglobina; Hto: Hematocrito; $: Plaquetas/ul; §: Leucocitos/ul; ; (*) NUmero de células/pl;

Neu: Neutréfilos; Ban: Bandas; Lin: Linfocitos; Mon: Monocitos; Eos: Eosinéfilos
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Directa, aun a los 60 dias después de haber sido inoculada la linea celular, por lo que
se decidié realizar cultivos primarios de monocitos de un perro infectado

experimentalmente y estos cultivos primarios adaptarlos en la linea celular DH82.

1.2.2 Seleccién mediante Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) tanto de
sueros negativos como de sueros con un titulo alto de Acs necesarios

para preparar el conjugado para la IFD

Para preparar el conjugado para la IFD se requeria de un suero con un titulo
alto de Acs, por lo tanto se realizé un estudio seroldgico por IFI de 13 perros con la
finalidad de encontrar este suero. Ademas este estudio también se utilizd para

seleccionar sueros negativos a ser usados como controles en las pruebas futuras.

Previamente a la aplicacion de la IFI en las muestras problemas, se probaron
las diluciones 1/10, 1/20, 1/40 y 1/80 del suero control negativo y positivo con Ag de
E. canis. Después de realizadas las pruebas, se determind que la mejor dilucién era
1/40, ya que a diluciones inferiores a ésta, tanto en el control negativo como en el
positivo se observaron células con fluorescencia inespecifica. La reaccion fue
considerada  positiva cuando se  visualizaron  mérulas  fluorescentes
intracitoplasmaticas de 4 a 5 um de didmetro (Figura 6 A), mientras que la reaccion se
considerd negativa si se evidenciaban células sin inclusiones fluorescentes (Figura 6
B).

Para el momento de la extraccion sanguinea de los perros con los que se
realizé el estudio serolégico se pudo evidenciar que estaban en buenas condiciones

fisicas y sanitarias, sin embargo los duefios refirieron infestaciones frecuentes con
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A B

Figura 6. Inmunofluorescencia Indirecta. Figura 6 A. Morulas (M) fluorescentes del
control positivo. 400X. Figura 6 B. Células sin inclusiones fluorescentes del control
negativo. 400X.

garrapatas, a excepcion de dos de ellos que manifestaron que a sus perros hasta ese
momento no les habian observado garrapatas. En el cuadro N° 2 se puede observar
que de los 13 perros evaluados por IFI, el 84,6 % (11/13), tenian Acs que reconocian
al Ag de E. canis y el 15,4 % (2/13) resultaron negativos. Para la preparacion del
conjugado se consideraron sueros con un alto titulo de Acs aquellos que tuvieran un
titulo > a 1/1280. Como se puede observar en el cuadro N° 3, el 27,3 % de los perros
positivos (3/11) cumplian este requisito, por lo que se escogid el suero con el titulo de

1/2560 para preparar el conjugado.

CUADRO N° 2

SEROLOGIA REALIZADA CON Ag Ehrlichia canis (CEPA DE FLORIDA)
MEDIANTE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

PRUEBA CUALITATIVA n %
POSITIVO 11 84.6
NAGATIVO 2 15.4

TOTAL 13 100
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CUADRO N° 3

DISTRIBUCION DE LOS 11 SUEROS CANINOS POSITIVOS DE ACUERDO AL
TITULO DE Acs DETERMINADO POR IFI

TITULO n %

1/40 0 0

1/80 1 9,0
1/160 3 27,4
1/320 2 18,2
1/640 2 18,2
1/1280 2 18,2
1/2560 1 9,0
TOTAL 11 100

Después que se prepar6 el conjugado anti-Ehrlichia Monocitica Canina se
procedié a determinar la dilucion de trabajo, definiéndose como la minima dilucién
del conjugado en la que se empieza a evidenciar la reaccion positiva. Se ensayaron las
diluciones 1/10, 1/20, 1/40 y 1/80 con Ag de E. canis y se determin6 que la dilucién
de trabajo del conjugado era 1/40.

1.3 Aislamiento de Ehrlichia Monocitica Canina en cultivos primarios
in vitro de monocitos sanguineos obtenidos de un perro infectado

experimentalmente

El inoculo utilizado para reproducir la infeccion en un perro sano se obtuvo a
partir de un animal infectado naturalmente que presento fiebre (40,5 °C), pérdida del

apetito y hepatoesplenomegalia. Entre los datos de laboratorio presenté 6.700
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leucocitos/ul, 16.000 plaquetas/ul, hemoglobina (Hb) y hematocrito (Hto) de 1,9 gr/dI
y 6,3 % respectivamente. El diferencial de los leucocitos estuvo conformado por 69 %
de neutrofilos (4.623/ul), 7 % de neutréfilos en banda (469/ul), 3 % de linfocitos
(201/ul) y 21 % de monocitos (1.407/ul). En el FCB de este animal se observaron

morulas Ehrlichiales caracteristicas en células mononucleares.

1.3.1 Caracteristicas clinicas, hematologicas y FCB del perro inoculado

experimentalmente

La perra utilizada para la inoculacion experimental estaba esplenectomizada
(un afio antes) para el momento de la administracion del indculo. Antes de la
esplenectomia el animal presentaba los siguientes valores hematologicos: 13.200
leucocitos/ul con 76 % de neutrofilos (10.032/ul), 21 % de linfocitos (2.772/ul), 2%
de eosinofilos (264/ul) y 1 % de monocitos (132/ul), 150.000 plaquetas/ul, Hb de 13,2
gr/dl y Hto de 42 %. Para el momento de la inoculacion la perra no presentaba signos
clinicos de Ehrlichiosis Canina y debido a la esplenectomia se evidenciaba
leucocitosis (21.100/ul) y trombocitosis (683.000/ul); los valores de Hb (12,4 gr/dl) y
Hto (37 %) estaban dentro de los valores referenciales. En el FCB no se observaban
inclusiones intracitoplasmaticas semejantes a Ehrlichia Monocitica Canina y por
Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) utilizando Ag de E. canis, tenia un titulo de Acs
de 1/640.

En los extendidos sanguineos de la perra inoculada, se observaron cuerpos
iniciales y morulas difusas a los dias 14 y 17 postinoculacion (PI) respectivamente; a
partir del dia 18 hasta el dia 21 se visualizaron mérulas compactas. EI animal mostrd
signos clinicos de Ehrlichiosis Canina el dia 15 PI, manifestandose inicialmente con
pérdida del apetito y decaimiento. Con relacion a la temperatura corporal (Figura 7),
antes de la administracion del inéculo el promedio fue de 38,5 °C con un minimo de

37,8 °C y un maximo de 39 °C, no observandose picos febriles (\Valores referenciales:
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Figura 7. Temperatura rectal observada 15 dias antes y después de la inoculacion
experimental.

37,5-39 °C); después de la administracion del inoculo y antes del tratamiento (dia 50
P1) el promedio de la temperatura corporal fue de 38,5 °C con un minimo de 37,8 °C y
un maximo de 39,3 °C. Los ligeros aumentos de temperatura se observaron a los dias
4,11y 15PI.

Después de la inoculacion se observa un descenso en los valores
hematoldgicos. ElI primer pardmetro que disminuye por debajo de los valores
normales es la Hb y el Hto (Figura 8), el cual se observé al décimo dia PI. El valor
minimo observado fue de 8,6 g/dl en el dia 25 PI. La disminucién de los leucocitos y
las plaquetas se hizo progresivo a partir del dia 17 PI, pero en ningin momento hubo
leucopenia. Entre los dias 19, 20 y 21 PI los recuentos plaquetarios estuvieron por

debajo de los valores referenciales, los cuales llegaron a 106.000/ul, 121.000/ul y
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Figura 8. Hemoglobina y Hematocrito después de la inoculacién experiemntal

128.000/ul respectivamente (Figura 9). Para el dia 23 Pl el contaje de plaquetas
aumenta a valores normales sin administracion de tratamiento al animal; el recuento
de leucocitos ascendio progresivamente a partir del dia 28 Pl y para este mismo dia la

Hb y el Hto también comenzaron a ascender.

La V.S.G. comenzo6 a aumentar a partir del dia 19 PI con valores maximos a
los dias 21, 23 y 25 PI correspondientes a 50 mm/hora, 56 mm/hora y 60 mm/hora
respectivamente (Figura 10). En estos dias, cuando la V.S.G. alcanz6 sus valores
maximos, se extrajo sangre para proceder a realizar los cultivos primarios; este
parametro empezé a disminuir a partir del dia 28 PI. La perra recuperé el apetito sin
tratamiento el dia 29 Pl mejorando aparentemente su condicién clinica; se realiz6 una
determinacion hematolodgica el dia 44 Pl registrandose leucocitosis (19.300/ul) vy
trombocitosis (800.000/ul) como al inicio de la inoculacion pero la V.S.G. todavia se
encontraba acelerada (20 mm/hora), y la Hb y el Hto seguian por debajo de los valores

referenciales; a los 20 dias de iniciado el tratamiento (dia 70 PI) se repiten los
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Figura 10. Velocidad de sedimentacion globular (V.S.G) después de la inoculacion
experimental
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examenes hematologicos y los valores son semejantes a los iniciales. Para este

momento se repite la serologia y el titulo de Acs anti-E. canis resulté en 1/320.

1.3.2 Cultivos Primarios de monocitos in vitro

Se procedié a mantener dos tipos de cultivo in vitro de monocitos: infectados y
no infectados, observandose en ambos cultivos que los monocitos se adhirieron a la
superficie del frasco de cultivo aproximadamente a las 2 horas de sembrados. En los
cultivos no infectados a las 48 horas, cuando se descartd el medio de cultivo con las
células no adherentes (linfocitos y neutrofilos), se observaba una monocapa con
monocitos de tamafio variable y con poca refringencia; a los 5 dias después de
sembrados, cuando se realizaba el siguiente cambio del medio los monocitos se

mostraban refringentes y de tamarfio uniforme.

En los cultivos primarios infectados, a las 48 horas de incubacién y luego de
eliminar el plasma con las células no adherentes, los monocitos adheridos transmitian
poca refringencia, no se apreciaba bien el limite del citoplasma celular y en lineas
generales tenian el aspecto de células dafiadas. A las 24 horas de haber afadido el
medio de cultivo suplementado con suero canino o bovino, los monocitos tenian mejor
aspecto, emitian mas refringencia y aparentemente aumentaban de tamafio. A las 72
horas después de realizado el primer cambio de medio, las células formaban una

monocapa distribuida uniformemente y las células tenian un aspecto normal.

En los cultivos primarios infectados, cuyo medio de cultivo estaba
suplementado con suero canino, se observaron al noveno dia de sembrados
inclusiones intracitoplasmaéticas basofilas identificadas como cuerpos iniciales con un
tamafio entre 1 a 2 um y morulas de 3 a 5 um, con un predominio de los primeros
(Figura 11).

Estos cultivos fueron analizados por Inmunofluorescencia Directa (IFD) y se
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Cuerpos iniciales

Morula

Figura 11. Cultivos Primarios infectados después del noveno dia de cultivo in vitro.
Coloracion Giemsa 1000X

evidenciaron células con una sola inclusion fluorescente pequefia de aproximadamente
2 um (cuerpo inicial) y con dos inclusiones fluorescentes de aproximadamente 2 um y
4 um, las cuales corresponden al cuerpo inicial y a la morula respectivamente (Figura
12 Ay 12 B). En otras células habia una mezcla de cuerpos elementales, cuerpos
iniciales y morulas de aproximadamente 0,8 um, 2 um y 3 um respectivamente
(Figura 12 C). EIl porcentaje de monocitos infectados varié entre 7 % y 19 % en
diferentes frascos.

A medida que transcurrié el tiempo de incubacién del cultivo, aumento el
porcentaje de monocitos infectados, alcanzando un maximo de 35 % al dia 15 de
sembrado (Figura 13), visualizandose asi mismo un mayor numero de morulas por
célula. Al final del segundo y tercer pase algunas células se observaron con méas de 60
morulas (Figura 14), algunas en proceso de destruccion (Figura 15 A) y restos de
citoplasmas con inclusiones; en ocasiones se observo division del ndcleo celular
(Figura 15 B).

Los cultivos primarios infectados, cuyo medio de cultivo estaba suplementado

con suero bovino, se comportaron de manera semejante a la descrita anteriormente a
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Figura 12. Cultivos Primarios infectados después del noveno dia de cultivo in vitro.
Inmunofluorescencia Directa. Figura 12 A. Cuerpo Inicial (Cl). Figura 12 B. Moérula

(M). Figura 12 C. Cuerpos Elementales (CE). 1000X

Figura 13. Cultivos Primarios donde se evidencia el incremento en el nimero de mérulas
a diferentes dias postinfeccién. Figuras 13 A, B y C. Noveno dia de cultivo. Figuras 13 D
y E. Dia 13 de cultivo. Figura 13 F. Dia 14-15 después de realizar el segundo y el tercer

pase. Coloracién de Giemsa. 1000X
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B

Figura 14. Cultivos Primarios. Figura 14 A. Monocitos con maultiples mdrulas
intracitoplasmaéticas. Coloracion de Giemsa 1000X. Figura 14 B. Inmunofluorescencia
Directa 1000X

s . ™ & .
* ~ a},.;‘?&? & o _ FN

Figura 15 A. Monocito en proceso de destruccion celular en donde se observan
fragmentos nucleares (FN). Coloracion de Giemsa 1000X. Figura 16 B. Mitosis.
Coloracién de Giemsa 400X

excepcion del periodo de tiempo necesario para realizar los pases, el cual oscil6 entre
20 y 25 dias, debido a que se mantenia la integridad celular por este tiempo. En el

cultivo primario no infectado que se utilizd6 como control, no se observaron las
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inclusiones descritas anteriormente ni por coloracién de Giemsa ni por IFD (Figura 16

Ay 16 B, respectivamente).

A B

Figura 16. Control de monocitos no infectados. Figura 16 A. Coloracion de Giemsa
400X. Figura 16 B. Inmunofluorescencia Directa. 1000X

Los cultivos celulares DH82, a los que se les afiadio tanto los sobrenadantes de
los cultivos primarios infectados con SFB como los sedimentos celulares provenientes
de cultivos primarios con suero canino, se mantuvieron negativos al concluir los 60

dias posinfeccion.

1.4  Caracteristicas clinicas, hematoldgicas y FCB del perro inoculado

con los cultivos primarios de monocitos infectados

Con los cultivos primarios se inoculé una perra para comprobar la infectividad
de los mismos. Antes de la inoculacidn el animal no presentaba signos clinicos de
Ehrlichiosis Canina y estaba seronegativa a Ehrlichia canis. Las cifras hematologicas
estaban entre los valores normales: Hb 16,8 gr/dl, Hto 50 %, 191.000 plaquetas/ul,
11.500 leucocitos/ul con un diferencial de 6.785 neutrofilos/ul (59 %), 3.680
linfocitos/ul (32 %), 805 eosinofilos/ul (7 %) y 230 monocitos/pl (2 %).
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Los signos clinicos de Ehrlichiosis Canina se manifestaron al sexto dia Pl con
pérdida del apetito y decaimiento. Antes de la inoculacion el promedio de la
temperatura fue de 38,1°C con un minimo de 38 °C y un méaximo de 38,2 °C; después
de la administracién del inoculo y antes del tratamiento (dia 24 PI) el promedio de la
temperatura corporal fue de 38,9 °C con un minimo de 38 °C y un maximo de 41 °C.
Los picos febriles se observaron a los dias 15, 22, 23 y 24 Pl. Al dia siguiente de
instaurado el tratamiento, la temperatura disminuy6 a 38,1 °C, observandose entre los
valores referenciales hasta el dia 48 Pl (Figura 18). El dia 16 PI, el estudio del FCB

mostré cuerpos iniciales y morulas compactas los dias 18 y 20 después de la

inoculacion.

415 Doxiciclina
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Figura 18. Temperatura rectal 7 dias antes y después de la inoculacién

A partir del noveno dia Pl se evidencié disminucion de la Hb y el Hto,
presentandose anemia para el dia 18 PI (9,2 g/dl) (Figura 19). Los recuentos de
leucocitos y plaquetas empezaron a disminuir progresivamente partir del sexto dia PlI,
presentandose los valores mas bajos entre los dias 16 y 18 PI con valores que llegaron

a 4.200 leucocitos/ul y 31.000 plaquetas/ul para el dia 18 P1 (Figura 20).
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Figura 19. Hemoglobina y Hematocrito después de la inoculacion experimental
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Figura 20. Leucocitos y Plaguetas después de la inoculacion experimental
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Con relacion a la V.S.G., se observo que comenzd a aumentar para el dia 14
PI, registrandose un valor méximo de 33 mm/hora el 16 dia PI, comenzando a
disminuir sin tratamiento para el dia 18 Pl (Figura 21). Se evidencio6 seroconversion

V.S.G. (mm/hora)

Dias postinoculacion
Figura 21. Velocidad de sedimentacion globular después de la inoculacion
experimental

cuando se realizé la serologia al decimocuarto dia Pl, con un titulo de 1/80. El titulo
de Acs més alto de 1/320 se observo en la determinacion realizada el dia 32 PI; al
quinto dia postratamiento los valores de la Hb, Hto, V.S.G., leucocitos y plaquetas
retornaron a los referenciales, manteniendo una serologia positiva con un titulo 1/320;
se repitieron las evaluaciones hematoldgicas y seroldgicas el dia 64 Pl (dia 40
postratamiento) y se observaron que los valores hematoldgicos estaban dentro de los

valores referenciales mientras que la serologia se mantuvo positiva con un titulo de

Acs de 1/80.
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2. Identificaciéon ultraestructural de Ehrlichia sp. a través de Microscopia

Electrénica de Transmision (MET)

Para demostrar que las inclusiones intracitoplasméaticas en células
mononucleares correspondian al género Ehrlichia se realiz6 MET. En una de las
muestras procesadas se observaron vacuolas caracteristicas con cuerpos elementales
del organismo Ehrlichial rodeados de una doble membrana: una membrana externa
ondulada que forma parte de la pared celular y una membrana plasmatica interna. En

la Figura 22 se pueden evidenciar cuerpos elementales ovalados que midieron entre

ME

MV CE

Figura 22. Microscopia Electronica de Transmision. Vacuola intracitoplasmética con
organismos Ehrlichiales. Cuerpos elementales (CE) con membrana externa (ME) como
constituyente de la pared celular y membrana plasmatica (MP). Membrana vacuolar
(MV).
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1 umx 0,4 uma 1,2 x 0,5 um, la vacuola tuvo un diametro de aproximadamente 2
um. Los cuerpos elementales estaban constituidos por abundantes granulos muy
agrupados electrondensos que se contrastaron con el acetato de uranilo y escasas areas

claras.

3. Identificacion de Ehrlichia canis y Ehrlichia chaffeensis mediante

Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)
3.1  Extraccion de ADN a partir de muestras sanguineas

La calidad del ADN obtenido de las muestras de sangre (la recuperacion tipica
fue de 0,1 a 0,4 unidades de absorbancia a 260 nm), fue verificada por corrida
electroforética en gel de agarosa al 1 %. En la Figura 23 se puede observar la
electroforesis del ADN extraido a partir de muestras sanguineas de perros. Se puede
evidenciar que el ADN (Figura 23, canales 2 al 4) no presenta contaminacion con
ARN, lo cual se puede demostrar al compararlo con el ADN de E. coli usado como
control (Figura 23, canal 5) en el que se puede apreciar claramente la contaminacién

con ARN ribosomal.

3.2 Anadlisis de secuencias a través del programa Gene Runner

Con la utilizacion del programa Gene Runner se comprobo la hibridacion de
los cebadores ECC y ECB en las secuencias del gen ARNr 16S de E. canis, E.
chaffeensis y E. coli y la hibridacion de los cebadores ECA/HE3 y HE1/HE3 en el
fragmento amplificado con los primeros cebadores. Conociendo que el tamafio del
fragmento amplificado viene determinado por la distancia entre los dos cebadores se
pudo calcular el tamafio tedrico de los fragmentos amplificados para cada especie
bacteriana. Para E. canis y E. chaffeensis con los cebadores ECC y ECB se calculd
que el fragmento estaria comprendido entre 477 y 478 pb mientras que con E. coli se

determind que los cebadores ECC y ECB promueven la amplificacion de un



68

pb
10.000

ARNTY 23S

1000

750 ARNr 16S

[ L0 e

500

250

!

Figura 23. Electroforesis en gel de agarosa de ADN extraido a partir de muestras
sanguineas de perros. Canal 1: marcador de peso molecular de 1 Kb (pb: pares de base);
canales 2 al 4: 1ug de ADN extraido de muestras sanguineas de perro; canal 5: E. coli

fragmento de 511 pb, cuando se permite una hibridacién con dos errores en el cebador
ECC. Esta hibridacion imperfecta resultd suficientemente estable en las condiciones

para la PCR reportada (Wen et al., 1997). En la Figura 24 se sefiala la representacion
esquematica del gen ARNr 16S de E. canis, E. chaffeensis y E. coli, asi como los

tamarios aproximados de los fragmentos amplificados.

3.3  Estandarizacién de la Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR)

anidada para el diagndstico de E. canis y E. chaffeensis

Una de las caracteristicas del género Ehrlichia es el tropismo por leucocitos
circulantes, encontrandose diferentes especies parasitando un mismo tipo celular, tal

es el caso de las células mononucleares que pueden estar infectadas por E. canis o E.
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Figura 24. Representacion esquematica del gen ARNr 16S en E. canis, E. chaffeensis y E.
coli. Hibridacion de los cebadores utilizados tanto en la primera como en la segunda
PCR

chaffeensis. Debido a que la Ehrlichia objeto de este estudio tiene tropismo por células
mononucleares y no se puede diferenciar ni por FCB ni por IFI, se estandarizo la
técnica de la PCR con la finalidad de identificar la especie Ehrlichial en las muestras
sanguineas de los perros infectados naturalmente, los cultivos primarios y las muestras

sanguineas de los perros infectados experimentalmente.

Para la estandarizacion de la primera amplificacion utilizando los cebadores
ECC y ECB se comenz6 con una temperatura de hibridacion de 60 °C. En la Figura 25

se observa que a esta temperatura, las bandas correspondientes a 20 ng y 200 ng de
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Figura 25. Electroforesis en gel de agarosa de los fragmentos amplificado?us%?ﬁl%ando
los cebadores ECC/ECB variando la temperatura de hibridacion. Canal 1: marcador
de peso molecular de 1 Kb (pb: pares de bases); canal 2: 100 ng de ADN de células
DH82 no infectadas; canal 3y 4: 20 ng y 200 ng ADN de E. coli; canal 5y 6: 1y 10 pl
de ADN E. canis; canal 7y 8: 1y 10 ul de ADN E.chaffeensis; canal 9: agua
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ADN de E. coli eran muy semejantes en lo que respecta a intensidad y grosor de las
bandas correspondientes a 1y 10 ul del ADN recuperado de células infectadas con E.
canis y E. chaffeensis. Por lo tanto se decidié aumentar la temperatura de hibridacién
sistematicamente. Como se puede apreciar en la Figura 25, a medida que aumentdé la
temperatura de hibridacion, las bandas de E. canis y E. chaffeensis aumentaron en
tamario e intensidad mientras que las de E. coli iban disminuyendo. En vista del
rendimiento del producto amplificado y de la ausencia de productos secundarios se

decidi6 dejar establecida la temperatura de hibridacién en 68 °C.

La Figura 26 corresponde a la corrida electroforética de los productos
obtenidos después de la segunda PCR utilizando los cebadores ECA/HE3 para la

especie E. canis (Figura 26 A) y HE1/HE3 para la especie E. chaffeensis (Figura 26
B).
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Figura 26. Electroforesis en gel de agarosa de los productos formados durante la
segunda PCR (estandarizacion). Canal 1: marcador de peso molecular de 1 Kb (pb:
pares de bases); canales 3, 4y 5: 1, 2y 5 ul de ADN de E. coli. Figura 26 A. Canales 6,
7y 8:1,2y5pulde ADN de E. chaffeensis; canales 9, 10y 11: 1, 2 y 5 pl de ADN de E.
canis con cebador ECA sin calentar; canales 12, 13y 14: 1, 2y 5 ul de ADN de E. canis
con cebador ECA calentado. Figura 26 B. Canales 6, 7y 8: 1, 2y 5 pul de ADN de E.
canis; canales 9, 10 y 11: 1, 2 y 5 ul de ADN de E. chaffeensis con cebador HEL1 sin

calentar; canales 12, 13y 14: 1, 2 y 5 ul de ADN de E. chaffeensis con cebador HE1
calentado.
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En este experimento se ensayaron tres volimenes (1, 2 y 5 ul) del producto
formado en la primera PCR como plantilla de ADN para la segunda amplificacion
usando los cebadores ECA o HEL tal como se obtienen del proveedor (no calentado) o
precalentados a 80 °C por dos minutos antes de afiadirlos a la mezcla de reaccion. Se
observé una mejor definicion del producto amplificado con el volumen de 1ul y
precalentando los cebadores (Figura 26 A y 26 B, canal 12). También puede
observarse que no hubo amplificacion cuando se usaron los pares de cebadores
ECA/HE3 y HE1/HE3 con el ADN de E. coli formado en la primera PCR (Figura 26
Ay 26 B, canales 3, 4 y 5). Cuando se utiliz6 como molde la muestra con ADN de E.
chaffeensis y los cebadores ECA/HE3, no se observd fragmento amplificado (Figura
26 A, canales 6, 7 y 8); igual ocurrio cuando se realiz6 la amplificacion utilizando
como ADN E. canis y los cebadores HE1/HE3 (Figura 26 B, canales 6, 7 y 8). Con
estos ensayos se demostré la alta especificidad intergénero e interespecie de los
cebadores ECA/HE3 y HE1/HES3.

3.4 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) anidada de las

muestras sanguineas de los perros infectados naturalmente

En la Figura 27 esta representada la fotografia de la electroforesis en gel de
agarosa, en el cual corrieron los productos de la primera PCR (cebadores ECC/ECB)
realizada con 1 ul de ADN extraido de las muestras sanguineas de los perros
diagnosticados con Ehrlichiosis Canina por signos clinicos y FCB. En el canal 13 se
puede observar el control positivo correspondiente al ADN de E. canis con una banda
aproximadamente de 490 pb; en el canal 11 se colocé el control negativo (ADN de
células DH82 no infectadas); en el canal 12 agua en lugar de ADN. Las muestras de
los productos amplificados con las muestras de ADN de los perros N° 1 al N° 9 se
colocaron en los canales 2 al 10. En las muestras correspondientes a los perros N° 1,
N° 2; N° 3; N° 5y N° 8 se visualizan bandas bien definidas iguales al control

positivo; en los perros N° 4 y N° 6 se formaron bandas débiles mientras que en los
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perros N° 7 y N° 9 no hubo formacion de productos amplificados. La Figura 28 Ay

28 B representa lo mismo que la Figura 27 pero con 10 ul de ADN extraido de las
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Figura 27. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la primera PCR
utilizando 1 pl de ADN extraido de muestras sanguineas de perros infectados
naturalmente. Canal 1: marcador de peso molecular de 100 pb (pb: pares de
bases); canales 2 al 10: perros N° 1 al N° 9; canal 11: control negativo; canal
12: agua; canal 13: control positivo
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Figura 28. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la primera PCR
utilizando 10 pl de ADN extraido de muestras sanguineas de perros infectados
naturalmente. Figura 28 A y 28 B. Canal 1: marcador de peso molecular de 1 Kb
(pb: pares de bases); canal 3: control negativo; canal 4: control positivo; canal 5:
control positivo. Figura 28 A. Canales 7 al 10: perros N° 1 al N° 4; canal 11: agua.
Figura 28 B. Canales 7 al 11: perros N° 5 al N° 9; canal 12: agua.
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muestras sanguineas. Los controles estdn representados de la siguiente manera:
control negativo, ADN extraido de células DH82 no infectadas (canal 3 de ambas
Figuras); control positivo de un amplificado de otro género bacteriano, ADN de E.coli
(canal 4 de ambas Figuras) en donde se observa una banda de aproximadamente 510
pb; control positivo, ADN extraido de E. canis (canal 5 de ambas Figuras) con una
banda de aproximadamente 500 pb; control de los reactivos agua en lugar de ADN
(canal 11 en la Figura 28 Ay canal 12 en la Figura 28 B). De los 9 perros ensayados
en 6 de ellos (canales 7 al 10 de la Figura 28 A, perros N° 1 al N° 4 y canales 7y 8
de la Figura 28 B, perros N° 5y N° 6 ) se visualizo una banda igual a la observada en
el control de E. canis (resultado positivo), mientras que en tres de los 9 (canales 9, 10
y 11 Figura 28 B, perros N° 7 al N° 9) no se visualiz6 ninguna banda (resultado

negativo).

La Figura 29 representa la corrida electroforética de los productos de la
segunda PCR en la cual los productos de la primera PCR (realizada con 1ul de ADN)
sirvieron como plantilla de ADN para la segunda, utilizando los cebadores especificos
para la especie E. canis (ECA/HE3). Los controles y las muestras correspondientes a
los perros se colocaron en el mismo orden que estdn en la Figura 27. Se puede
visualizar bandas bien definidas de los productos amplificados en las muestras de los
perros N° 1, N° 2, N° 5, N° 6 y N° 8; bandas débiles de los productos amplificados de
los perros N° 3y N° 4; en la muestra concerniente al perro N° 7 no se formo producto
amplificado. La Figura 30 es la representacion de la corrida electroforética de los
productos de la segunda PCR realizada con los productos de la primera PCR (con 10
ul de ADN) utilizando los mismos cebadores anteriores. El control negativo y el de
los reactivos fueron los mismos que se utilizaron en la primera PCR y se colocaron en
los mismos canales de las Figuras 28 A 'y 28 B. Se observa que con el producto de E.
coli no hubo amplificacién (canal 4 en ambas Figuras, control negativo de otro género
bacteriano). En el canal 5 de ambas figuras se visualiza una banda de
aproximadamente 390 a 400 pb correspondiente al ADN de E. canis. En los canales 7
al 10 de la Figuras 30 Ay 7 al 11 de la Figura 30 B (Figura A: perros N° 1 al N° 4y
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Figura B: perros N° 5 al N° 9) se formaron amplificados correspondientes a las

muestras de todos los perros ensayados a excepcion del perro N° 8 (canal 10, Figura
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Figura 29. Electroforesis en gel de agarosa de las amplificaciones de la
segunda PCR (cebadores ECA/HE3) realizada con los productos de la
primera PCR (1 pl de ADN extraido de muestras sanguineas). Canal 1:
marcador de peso molecular de 100 pb (pb: pares de bases); canal 2 al 10:
perros N° 1 al N° 9; canal 11: control negativo; canal 12: agua; canal 13:
control positivo.
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Figura 30. Electroforesis en gel de agarosa de las amplificaciones de la segunda
PCR (cebadores ECA/HES3) realizada con los productos de la primera PCR (10
ul de ADN extraido de muestras sanguineas). Fig. 30 A y 30 B. Canal 1:
marcador de peso molecular de 1 Kb (pb: pares de bases); canal 3: control
negativo; canal 4: control negativo; canal 5: control positivo. Fig. 30 A. Canales
7 al 10: perros N° 1 al N° 4; canal 11: agua. Fig. 30 B. Canales 7 al 11: perros
N° 5 al N° 9; canal 12: agua.
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30 B).

Los productos amplificados en la primera PCR utilizando los cebadores
ECB/ECC con 1 ul y 10 ul de ADN también se ensayaron en una segunda PCR con
los cebadores HE1/HE3 para la especie E. chaffeensis. En la Figura 31 se presenta la
fotografia de la corrida electroforética en gel de agarosa de los productos de la
segunda PCR utilizando como plantilla de ADN los productos amplificados en la
primera PCR (realizada con 1ul de ADN extraido de las muestras sanguineas). En este
gel de agarosa se colocé en el canal 13 el control positivo (ADN de E. chaffeensis), en
el canal 11 el control negativo (ADN de células DH82 no infectadas), canal 12 agua
en vez de ADN, en los canales 2 al 10 las muestras de los productos correspondientes
a los perros N° 1 al N° 9. Se puede observar que no hubo amplificacion con las
muestras de los perros, la Unica banda que se reconoce es la correspondiente al control
positivo (canal 13). La fotografia de la corrida electroforética de los productos de la
segunda PCR efectuada con los productos de la primara PCR (la cual se llevo a cabo
con 10 ul de ADN extraido de las muestras sanguineas) se puede observar en la
Figura 32. Los controles y muestras se colocaron en el mismo orden en que estan
colocados en la figura del gel anterior. En esta fotografia se puede evidenciar que
utilizando los cebadores especificos para E. chaffeensis (HEL/HE3) amplificaron los
productos de la primera PCR correspondientes a los perros N° 1, N° 2, N° 6 y N° 8
(canales 2, 3, 7 y 9 respectivamente). Los productos de la primera PCR de los perros

N° 3, N° 4, N° 5, N° 7y N° 9 no amplificaron con los cebadores utilizados.

Se obtuvo sangre de un perro infectado naturalmente con signos clinicos de
Ehrlichiosis Canina para ser utilizada como inoculo del perro infectado
experimentalmente, a partir del cual se obtuvieron los cultivos primarios infectados.
En la Figura 33 se observa la electroforesis de los productos de la primera PCR con 1
y 10 ul de ADN extraido de la muestra sanguinea, usando los cebadores ECC y ECB.
En esta PCR se incluyeron los siguientes controles: control de los reactivos, agua en
lugar de ADN (canal 3), control negativo, ADN extraido de células DH82 no
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Figura 31. Electroforesis en gel de agarosa de las amplificaciones de la
segunda PCR (cebadores HE1/HE3) realizada con los productos de la
primera PCR (1 ul de ADN extraido de muestras sanguineas de perros
infectados naturalmente). Canal 1: marcador de peso molecular de 100
pb (pb: pares de bases); canal 2 al 10: perros N° 1 al N° 9; canal 11:
control negativo; canal 12: agua; canal 13: control positivo.
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Figura 32. Electroforesis en gel de agarosa de las amplificaciones de la
segunda PCR (cebadores HE1/HE3) realizada con los productos de la
primera PCR (10 ul de ADN extraido de muestras sanguineas de perros
infectados naturalmente). Canal 1. marcador de peso molecular de 100
pb (pb: pares de bases); canal 2 al 10: perros N° 1 al N° 9; canal 11:
control negativo; canal 12: agua; canal 13: control positivo.
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infectadas (canal 4); control positivo de otro género bacteriano, ADN obtenido de E.
coli (canal 7); controles positivos, ADN extraido de E. canis y E.chaffeensis (canales
8y 9). En esta fotografia se observa con 10 ul de ADN obtenido de la muestra canina
(canal 6) una banda igual a la formada con los controles positivos de
aproximadamente 500 pb, con 1 ul de ADN extraido no hubo formacion de banda

(canal 5).
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Figura 33. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la primera PCR a
partir del ADN extraido de la muestra sanguinea del perro utilizado como in6culo.
Canal 1: marcador de peso molecular de 1 Kb (pb: pares de bases); canal 3: agua;
canal 4:control negativo; canal 5y 6: 1 ul y 10 ul de ADN; canal 7: control positivo
(E. coli); canal 8 y 9: controles positivos

La Figura 34 es la fotografia de la electroforesis en gel de agarosa de los
productos de la segunda PCR. En este caso se utilizé como plantilla de ADN 1 ul de
cada uno de los productos de la PCR anterior y los cebadores para E. canis ECA/HE3
(Fig. 34 A) y E. chaffeensis HE1/HE3 (Fig. 34 B). El control de reactivos y negativo
fueron los mismos de la PCR anterior y se colocaron en los mismos canales de la
Figura 33. Como puede observarse en el canal 7 de las Figuras 34 A'y 34 B no se
formaron bandas con el producto del ADN extraido de E. coli (control negativo). En
el canal 8 de la Figura 34 A no hubo amplificacion a partir del producto formado con

ADN extraido de E. chaffeensis utilizando los cebadores especificos para la especie
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Figura 34. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la segunda PCR
realizada con los productos de la primera PCR con ADN extraido de la muestra
sanguinea utilizada como in6culo. Figura 34 A y 34 B. Canal 1: marcador de peso
molecular de 1 Kb (pb: pares de bases); canal 3: agua; canal 4: control negativo, canal

5y 6: 1 uly 10 ul de ADN del perro; canal 7: control negativo. Figura 34 A (cebadores
ECA/HE3). Canal 8: control negativo; canal 9: control positivo. Figura 34 B
(cebadores HE1/HE3). Canal 8: control negativo; canal 9: control positivo

E. canis, ECA/HE1 (control negativo) y lo mismo ocurrio en el canal 8 de la Figura
34 B con el producto formado con ADN extraido de E. canis utilizando los cebadores
especificos para la especie E. chaffeensis HE1/HE3 (control negativo). En el canal 5y
6 de la Figura 34 A se visualizan dos bandas tanto con el producto correspondiente a 1
ul como con 10 ul de ADN extraido de la muestra canina de 380 a 400 pb igual a la
observada en el control positivo (canal 9), mientras que en la Figura 34 B la Unica

banda formada es la del control positivo (canal 9, ADN extraido de E. chaffeensis).

3.5 PCR anidada del perro inoculado experimentalmente y de los

cultivos primarios obtenidos de este perro

Las Figuras 35 y 36 muestran la corrida electroforética de la primera y segunda
ronda de PCR (cebadores ECB/ECC y ECA/HES3 respectivamente) con las muestras

de ADN del perro inoculado experimentalmente. En la primera PCR los controles
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Figura 35. Electroforesis de los productos de la primera PCR realizada con 10 pl de
ADN extraido de las muestras sanguineas del perro inoculado experimentalmente.
Canal 1y 9: marcador de peso molecular de 1 Kb (pb: pares de base); canal 3: control
negativo; canal 4: control positivo (E. coli); canal 5: control positivo; canal 6: dia 0 de
la inoculacion experimental; canal 7 dia 10 PI; canal 11: dia 14 PI; canal 12: dia 17 PI;
canal 13: dia 19 PI; canal 14: dia 23 PI; canal 15: dia 32 PI; canal 16: dia 43 PI; canal
17: dia 50 PI; canal 18: dia 73 PI; canal 19: agua
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Figura 36. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la segunda PCR
(cebadores: ECA/HE3) del perro inoculado experimentalmente. Canal 1 y 11:
marcador de peso molecular de 1 Kb (pares de base); canal 3: control negativo;
canal 4: control negativo; canal 5: control negativo; canal 6: control positivo; canal
7: dia 0 de la inoculacion experimental; canal 8: dia 10 PI; canal 9: dia 14 PI; canal
13: dia 17 PI; canal 14: dia 19 PI; canal 15: dia 23 PI; canal 16: dia 32 PI; canal 17:
dia 43 PI; canal 18: dia 50 PI; canal 19: dia 73 PI; canal 20: agua
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utilizados estuvieron conformados por uno negativo, obtenido a partir del ADN de
celulas DH82 sin infectar (canal 3); dos controles positivos correspondientes al ADN
de E. coli y ADN de E. canis (canales 4 y 5 respectivamente), los cuales pueden
visualizarse como bandas de 510 pb para el control de E. coli y entre 480-500 pb para

E. canis.

Los productos amplificados en la primera PCR con el ADN de células DH82
sin infectar, ADN de E. coli y ADN de E. chaffeensis se emplearon como controles
negativos de la segunda ronda de PCR (Figura 36, canales 3, 4 y 5 respectivamente);
el producto de la primera PCR con el ADN de E. canis sirvid como control positivo
(Figura 36, canal 6) y se evidencia como una banda de aproximadamente 390 pb. En
la Figura 35 se pueden visualizar bandas ligeras de aproximadamente 500 pb en los
canales 11, 12 y 15 correspondientes a los dias Pl 14, 17 y 32 PI, mientras que en la
Figura 36 (segunda PCR) se observan bandas muy ligeras de 400 pb el dia de la
inoculacion (dia 0, canal 7), 43 Pl (canal 17) y el dia 73 PI (canal 19, 23 dias después
de iniciado el tratamiento). En esta misma Figura se observa como paulatinamente va
aumentando la intensidad de las bandas en los dias 10, 14, 17, 19 y 23 PI (canales 8, 9,
13,14y 15).

La segunda ronda de PCR también se realizé utilizando los cebadores
especificos para la especie E. chaffeensis (HE1/HE3) y los productos amplificados en
la primera PCR correspondientes al control negativo (células DH82 no infectadas,
canal 6), control positivo (E. chaffeensis, canal 7) y las muestras de los dias 0, 10, 14
y 17 Pl (canales 2, 3, 4 y 5); después que se llevé a cabo la PCR hubo amplificacion
en el control positivo y en las muestras lo que se evidencidé como bandas de

aproximadamente 390 pb en el gel utilizado para la corrida electroforética (Figura 37).

De este perro infectado experimentalmente se obtuvieron cultivos primarios.
Se extrajo el ADN de las alicuotas almacenadas a —70 °C de los cultivos primarios

infectados numero 1 (dia 14 después de haber sido sembrado), nimero 2 (dia doce
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Figura 37. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la segunda PCR
(cebadores: HE1/HE3) del perro inoculado experimentalmente. Canal 1:
marcador de peso molecular de 100 pb (pares de base); canal 2: dia 0 de la
inoculacion experimental; canal 3: dia 10 PI; canal 4: dia 14 PI; canal 5: dia 17
Pl; canal 6: control negativo; canal 7: agua; canal 8: control positivo

después de realizar el primer pase), nUmero 3 (sobrenadante a los seis dias de haber
realizado el segundo pase), nimero 4 (dia 15 después de realizar el tercer pase). La
Figura 38 representa la electroforesis en gel de agarosa de los productos formados en
la primera PCR utilizando los cebadores de género ECC y ECB. Se puede observar
una banda entre 490 a 500 pb con el ADN E. chaffeensis y E. canis utilizados como
controles positivos del género Ehrlichia (canales 3 y 4 respectivamente). Se
evidencian bandas de aproximadamente 490 a 500 pb con 10 ul de ADN del cultivo
N° 1y cultivo N° 2 (canales 7 y 9, respectivamente). Con 1 y 10 ul de ADN del
sobrenadante del cultivo N° 3 no hubo amplificacién (canales 10 y 11), mientras que
con 1y 10 ul de ADN del cultivo N° 4 se formé una banda intensa con 10 ul (canal
13).

Luego se llevo a cabo la segunda ronda de PCR con los cebadores especificos
ECA/HE3 (Figura 39, E. canis) y HE1/HE3 (Figura 40, E. chaffeensis). En ambos
casos se utilizaron 1 ul de los productos de la primera PCR realizada con 10 ul de

ADN de las muestras de los cultivos primarios N° 1, N° 2y N° 3. Se incluy6 un
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Figura 38. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la primera PCR de los
cultivos primarios infectados. Canal 1: marcador de peso molecular de 1 Kb (pb:
pares de base); canal 3: control positivo (E. chaffeensis); canal 4: control positivo (E.
canis); canal 5: control negativo; canales6y 7: 1y 10 ul ADN del cultivo primario N°
1; canales 8y 9: 1y 10 ul ADN del cultivo primario N° 2; canales 10y 11: 1y 10 ul
ADN del cultivo primario N° 3 (sobrenadante); canales 12 y 13: 1y 10 ul ADN del
cultivo primario N° 4; canal N° 14: control de reactivos (agua)
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Figura 39. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la segunda PCR
con los cultivos primarios (cebadores ECA/HE3). Canal 1: marcador de peso
molecular de 100 pb (pares de base); canales 2 al 4: cultivos primarios N° 1, N° 2
y N° 3; canal 5: control negativo; canal 6: agua; canal 7: control positivo
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Figura 40. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la segunda PCR con
los cultivos primarios (cebadores HE1/HE3). Canal 1: marcador de peso molecular
de 100 pb (pares de base); canales 2 al 4: cultivos primarios N° 1, N° 2 y N° 3;
canal 5: control negativo; canal 6: agua; canal 7: control positivo

control negativo (producto de la primera PCR llevada a cabo con el ADN de las
células DH82, canal 5 de las dos Figuras) y un control positivo (producto de la
primera PCR efectuada con el ADN de E. canis, canal 7 de la Figura 39 y E.
chaffeensis canal 7 de la Figura 40). En las dos Figuras se puede observar que después
de realizada la segunda PCR y corrido los productos en el gel, amplificaron las
muestras correspondientes al control positivo y las muestras de los cultivos; esto se

evidencia en el gel como bandas de aproximadamente 400 pb.

3.6 PCR del perro inoculado con los cultivos primarios de monocitos

infectados

A la perra inoculada con los cultivos primarios se le extrajo sangre antes de la
inoculacion (dia 0) y a los dias 6, 9, 14, 18, 21, 26, 46 y 64 dias PI. Estas muestras se

almacenaron a —70 °C y luego se descongelaron con la finalidad de extraerles el ADN
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y realizar la primera ronda de PCR con los cebadores ECC y ECB cuyos resultados se
muestran en la Figura 41. Se puede observar una banda de aproximadamente 510 pb
con el ADN de E. coli utilizado como control positivo (canal 4), una banda de 500 pb
con el control positivo del género Ehrlichia (ADN de E. canis, canal 5). Con respecto
a las muestras de ADN (10 ul) analizadas del animal inoculado se puede evidenciar
que se formaron productos representados por bandas de 500 pb iguales a las del

control positivo a los dias 9, 14, 18 y 25 PI, siendo esta ultima muy tenue (canales 8,
9,10y 12).
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Figura 41. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la primera
PCR del perro inoculado experimentalmente utilizando como inéculo
cultivos primarios. Canal 1: marcadores de peso molecular (pb: pares de
base); canal 3: control negativo (ADN de células DH82); canal 4: control
positivo; canal 5: control positivo; canal 6: dia 0 de la inoculacion
experimental; canal 7 al 14: dia 6, 9, 14, 18, 21, 25, 46 y 64 PI; canal 15:
agua

La segunda ronda de PCR se efectué con los productos de la primera PCR
realizada con el control negativo (células DH82 sin infectar, canal 10 de la Figura 42
y Figura 43) control positivo (E. canis y E. chaffeensis, canales 12 de la Figura 42 y
Figura 43 respectivamente) y los productos de la primera PCR efectuada con 10 pl del
ADN de las muestras correspondientes a los dias 0, 6, 14, 18, 21, 25, 46 y 64 PI. Esta
PCR se realizé utilizando los cebadores para la especie E. canis (ECA/HE3, Figura
42) y E. chaffeensis (HE1/HES3, Figura 43). En los canales 3, 7y 8 de la Figura 42 se



88

pb

500
400
300

200

Figura 42. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la segunda
PCR (cebadores: ECA/HE3) del perro inoculado experimentalmente con los
cultivos primarios. Canal 1: marcador de peso molecular de 100 pb (pares
de base); canal 2: dia 0 de la inoculacion experimental; canal 3: dia 6 PI;
canal 4: dia 14 PI; canal 5: dia 18 PI; canal 6: dia 21 PI; canal 7: dia 25 PI;
canal 8: dia 46 PI; canal 9: dia 64 PI; canal 10: control negativo; canal: 11:
agua; canal 12: control positivo
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Figura 43. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la segunda
PCR (cebadores: HE1/HE3) del perro inoculado experimentalmente con
los cultivos primarios. Canal 1: marcador de peso molecular de 100 pb
(pares de base); canal 2: dia 0 de la inoculacion experimental; canal 3:
dia 6 PI; canal 4: dia 14 PI; canal 5: dia 18 PI; canal 6: dia 21 PI con;
canal 7: dia 25 PI; canal 8: dia 46 PI; canal 9: dia 64 PI; canal 10: control
negativo; canal: 11: agua; canal 12: control positivo
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observan bandas tenues de aproximadamente 390 pb correspondientes a los dias 6, 25
y 46 Pl. También se evidencian bandas bien definidas en los canales 4, 5y 6
pertenecientes a los dias 14, 18 y 21 PI iguales a la observada en el control positivo.
En el gel representado en la Figura 45 todas las bandas observadas son bien definidas
y corresponden al control positivo y a los dias 6, 14, 18, 21y 25 PI (canales 3, 4, 5, 6

y 7, respectivamente).
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Los signos clinicos de Ehrlichiosis Canina se manifestaron al sexto dia Pl con
pérdida del apetito y decaimiento. Antes de la inoculacion el promedio de la
temperatura fue de 38,1°C con un minimo de 38 °C y un méaximo de 38,2 °C; después
de la administracién del inoculo y antes del tratamiento (dia 24 PI) el promedio de la
temperatura corporal fue de 38,9 °C con un minimo de 38 °C y un maximo de 41 °C.
Los picos febriles se observaron a los dias 15, 22, 23 y 24 Pl. Al dia siguiente de
instaurado el tratamiento, la temperatura disminuy6 a 38,1 °C, observandose entre los
valores referenciales hasta el dia 48 Pl (Figura 17). El dia 16 PI, el estudio del FCB

mostré cuerpos iniciales y morulas compactas los dias 18 y 20 después de la

inoculacion.
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Figura 17. Temperatura rectal 7 dias antes y después de la inoculacién

A partir del noveno dia Pl se evidencié disminucion de la Hb y el Hto,
presentandose anemia para el dia 18 PI (9,2 g/dl) (Figura 18). Los recuentos de
leucocitos y plaquetas empezaron a disminuir progresivamente partir del sexto dia PlI,
presentandose los valores mas bajos entre los dias 16 y 18 PI con valores que llegaron

a 4.200 leucocitos/ul y 31.000 plaquetas/ul para el dia 18 PI (Figura 19).
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Figura 18. Hemoglobina y Hematocrito después de la inoculacion experimental
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Figura 19. Leucocitos y Plaguetas después de la inoculacion experimental
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Con relacion a la V.S.G., se observo que comenzd a aumentar para el dia 14
PI, registrandose un valor méximo de 33 mm/hora el 16 dia PI, comenzando a
disminuir sin tratamiento para el dia 18 PI (Figura 20). Se evidenci6 seroconversion

V.S.G. (mm/hora)

Dias postinoculacion
Figura 20. Velocidad de sedimentacion globular después de la inoculacion
experimental

cuando se realizé la serologia al decimocuarto dia PI, con un titulo de 1/80. El titulo
de Acs més alto de 1/320 se observo en la determinacion realizada el dia 32 PI; al
quinto dia postratamiento los valores de la Hb, Hto, V.S.G., leucocitos y plaquetas
retornaron a los referenciales, manteniendo una serologia positiva con un titulo 1/320;
se repitieron las evaluaciones hematolégicas y seroldgicas el dia 64 Pl (dia 40
postratamiento) y se observaron que los valores hematoldgicos estaban dentro de los

valores referenciales mientras que la serologia se mantuvo positiva con un titulo de

Acs de 1/80.
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2. Identificaciéon ultraestructural de Ehrlichia sp. a través de Microscopia

Electrénica de Transmision (MET)

Para demostrar que las inclusiones intracitoplasmaticas en células
mononucleares correspondian al género Ehrlichia se realiz6 MET. En una de las
muestras procesadas se observaron vacuolas caracteristicas con cuerpos elementales
del organismo Ehrlichial rodeados de una doble membrana: una membrana externa
ondulada que forma parte de la pared celular y una membrana plasmatica interna. En

la Figura 21 se pueden evidenciar cuerpos elementales ovalados que midieron entre

ME

MV CE

Figura 21. Microscopia Electrénica de Transmisidn. Vacuola intracitoplasmatica con
organismos Ehrlichiales. Cuerpos elementales (CE) con membrana externa (ME) como
constituyente de la pared celular y membrana plasmatica (MP). Membrana vacuolar
(MV).
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1 umx 0,4 uma 1,2 x 0,5 um, la vacuola tiene un didmetro de aproximadamente 2
um. Los cuerpos elementales estaban constituidos por abundantes granulos muy
agrupados electrondensos que se contrastaron con el acetato de uranilo y escasas areas

claras.

3. Identificaciébn de Ehrlichia canis y Ehrlichia chaffeensis mediante

Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR)
3.1  Extraccion de ADN a partir de muestras sanguineas

La calidad del ADN obtenido de las muestras de sangre (la recuperacion tipica
fue de 0,1 a 0,4 unidades de absorbancia a 260 nm), fue verificada por corrida
electroforética en gel de agarosa al 1 %. En la Figura 22 se puede observar la
electroforesis del ADN extraido a partir de muestras sanguineas de perros. Se puede
evidenciar que el ADN (Figura 22, canales 2 al 4) no presenta contaminacion con
ARN, lo cual se puede demostrar al compararlo con el ADN de E. coli usado como
control (Figura 22, canal 5) en el que se puede apreciar claramente la contaminacién

con ARN ribosomal.

3.2 Anadlisis de secuencias a través del programa Gene Runner

Con la utilizacion del programa Gene Runner se comprobo la hibridacion de
los cebadores ECC y ECB en las secuencias del gen ARNr 16S de E. canis, E.
chaffeensis y E. coli y la hibridacion de los cebadores ECA/HE3 y HE1/HE3 en el
fragmento amplificado con los primeros cebadores. Conociendo que el tamafio del
fragmento amplificado viene determinado por la distancia entre los dos cebadores se
pudo calcular el tamafio tedrico de los fragmentos amplificados para cada especie
bacteriana. Para E. canis y E. chaffeensis con los cebadores ECC y ECB se calculd
que el fragmento estaria comprendido entre 477 y 478 pb mientras que con E. coli se

determind que los cebadores ECC y ECB promueven la amplificacion de un
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Figura 22. Electroforesis en gel de agarosa de ADN extraido a partir de muestras
sanguineas de perros. Canal 1: marcador de peso molecular de 1 Kb (pb: pares

de base); canales 2 al 4: 1ug de ADN extraido de muestras sanguineas de perro;
canal 5: E. coli

fragmento de 511 pb, cuando se permite una hibridacion con dos errores en el cebador
ECC. Esta hibridacion imperfecta resulto suficientemente estable en las condiciones
para la PCR reportada (Wen et al., 1997). En la Figura 23 se sefiala la representacion
esquematica del gen ARNr 16S de E. canis, E. chaffeensis y E. coli, asi como los

tamarios aproximados de los fragmentos amplificados.

3.3  Estandarizacién de la Reaccidn en Cadena de la Polimerasa (PCR)
anidada para el diagndstico de E. canis y E. chaffeensis

Una de las caracteristicas del género Ehrlichia es el tropismo por leucocitos
circulantes, encontrandose diferentes especies parasitando un mismo tipo celular, tal

es el caso de las células mononucleares que pueden estar infectadas por E. canis o E.
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Figura 23. Representacion esquematica del gen ARNr 16S en E. canis, E. chaffeensis y E.
coli. Hibridacion de los cebadores utilizados tanto en la primera como en la segunda
PCR

chaffeensis. Debido a que la Ehrlichia objeto de este estudio tiene tropismo por células
mononucleares y no se puede diferenciar ni por FCB ni por IFI, se estandariz6 la
técnica de la PCR con la finalidad de identificar la especie Ehrlichial en las muestras
sanguineas de los perros infectados naturalmente, los cultivos primarios y las muestras

sanguineas de los perros infectados experimentalmente.

Para la estandarizacion de la primera amplificacion utilizando los cebadores ECC y
ECB se comenz6 con una temperatura de hibridacion de 60 °C. En la Figura 24 se

observa que esta temperatura, las bandas correspondientes a 20 ng y 200 ng de
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Figura 24. Electroforesis en gel de agarosa de los fragmentos amplificado?us%?ﬁl%ando
los cebadores ECC/ECB variando la temperatura de hibridacion. Canal 1: marcador
de peso molecular de 1 Kb (pb: pares de bases); canal 2: 100 ng de ADN de células
DH82 no infectadas; canal 3y 4: 20 ng y 200 ng ADN de E. coli; canal 5y 6: 1y 10 pl
de ADN E. canis; canal 7y 8: 1y 10 ul de ADN E.chaffeensis; canal 9: agua
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ADN de E. coli eran muy semejantes en lo que respecta a intensidad y grosor de las
bandas correspondientes a 1 y 10 ul del ADN recuperado de células infectadas con E.
canis y E. chaffeensis. Por lo tanto se decidié aumentar la temperatura de hibridacién
sistematicamente. Como se puede apreciar en la Figura 24, a medida que aumenté la
temperatura de hibridacion, las bandas de E. canis y E. chaffeensis aumentaron en
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tamafo e intensidad mientras que las de E. coli iban disminuyendo. En vista del
rendimiento del producto amplificado y de la ausencia de productos secundarios se
decidio dejar establecida la temperatura de hibridacion en 68 °C.

La Figura 25 corresponde a la corrida electroforética de los productos
obtenidos después de la segunda PCR utilizando los cebadores ECA/HE3 para la
especie E. canis (Figura 25 A) y HE1/HE3 para la especie E. chaffeensis (Figura 2B
B).
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Figura 25. Electroforesis en gel de agarosa de los productos formados durante la
segunda PCR (cebadores de especie). Canal 1: marcador de peso molecular de 1 Kb
(pb: pares de bases); canales 3, 4y 5: 1, 2y 5 ul de ADN de E. coli. Figura 26 A
(cebadores ECA/HE3). Canales 6, 7y 8: 1, 2y 5 ul de ADN de E. chaffeensis; canales 9,
10y 11: 1,2y 5 pl de ADN de E. canis con cebador ECA sin calentar; canales 12, 13 y
14: 1,2y 5 ul de ADN de E. canis con cebador ECA calentado. Figura 26 B (cebadores
HE1/HE3). Canales 6, 7y 8: 1,2y 5 ul de ADN de E. canis; canales 9,10y 11: 1,2y 5
pl de ADN de E. chaffeensis con cebador HE1 sin calentar; canales 12, 13y 14: 1,2y 5
pl de ADN de E. chaffeensis con cebador HE1 calentado

En este experimento se ensayaron tres volimenes (1, 2 y 5 ul) del producto

formado en la primera PCR como plantilla de ADN para la segunda amplificacion
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usando los cebadores ECA o HEL tal como se obtienen del proveedor (no calentado) o
precalentados a 80 °C por dos minutos antes de afiadirlos a la mezcla de reaccion. Se
observé una mejor definicion del producto amplificado con el volumen de 1ul y
precalentando los cebadores (Figura 25 A y 25 B, canal 12). También puede
observarse que no hubo amplificacion cuando se usaron los pares de cebadores
ECA/HE3 y HE1/HE3 con el ADN de E. coli formado en la primera PCR (Figura 25
Ay 25 B, canales 3, 4 y 5). Cuando se utiliz6 como molde la muestra con ADN de E.
chaffeensis y los cebadores ECA/HE3, no se observd fragmento amplificado (Figura
25 A, canales 6, 7 y 8); igual ocurrio cuando se realiz6 la amplificacion utilizando
como ADN E. canis y los cebadores HE1/HE3 (Figura 25 B, canales 6, 7 y 8). Con
estos ensayos se demostré la alta especificidad intergénero e interespecie de los
cebadores ECA/HE3 y HE1/HE3.

3.4 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) anidada de las

muestras sanguineas de los perros infectados naturalmente

En la Figura 26 esta representada la fotografia de la electroforesis en gel de
agarosa, en el cual corrieron los productos de la primera PCR (cebadores ECC/ECB)
realizada con 1 ul de ADN extraido de las muestras sanguineas de los perros
diagnosticados con Ehrlichiosis Canina por signos clinicos y FCB. En el canal 13 se
puede observar el control positivo correspondiente al ADN de E. canis con una banda
aproximadamente de 490 pb; en el canal 11 se coloco el control negativo (ADN de
células DH82 no infectadas); en el canal 12 agua en lugar de ADN. Las muestras de
los productos amplificados con las muestras de ADN de los perros N° 1 al N° 9 se
colocaron en los canales 2 al 10. En las muestras correspondientes a los perros N° 1,
N° 2; N° 3; N° 5y N° 8 se visualizan bandas bien definidas iguales al control
positivo; en los perros N° 4 y N° 6 se formaron bandas débiles mientras que en los
perros N° 7 y N° 9 no hubo formacion de productos amplificados. La Figura 27 A'y

27 B representa lo mismo que la Figura 26 pero con 10 ul de ADN extraido de las
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Figura 26. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la primera PCR
(cebadores ECC/ECB) utilizando 1 pl de ADN extraido de las muestras
sanguineas de perros infectados naturalmente. Canal 1: marcador de peso
molecular de 100 pb (pb: pares de bases); canales 2 al 10: perros N° 1 al N° 9;
canal 11: control negativo; canal 12: agua; canal 13: control positivo
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Figura 27. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la primera PCR
(cebadores ECC/ECB) utilizando 10 pl de ADN extraido de las muestras sanguineas
de perros infectados naturalmente. Figura 27 A y 28 B. Canal 1: marcador de peso
molecular de 1 Kb (pb: pares de bases); canal 3: control negativo; canal 4: control
positivo; canal 5: control positivo. Figura 27 A. Canales 7 al 10: perros N° 1 al N° 4;
canal 11: agua. Figura 27 B. Canales 7 al 11: perros N° 5 al N° 9; canal 12: agua
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muestras sanguineas. Los controles estdn representados de la siguiente manera:
control negativo, ADN extraido de células DH82 no infectadas (canal 3 de ambas
Figuras); control positivo de un amplificado de otro género bacteriano, ADN de E.coli
(canal 4 de ambas Figuras) en el que se observa una banda de aproximadamente 510
pb; control positivo, ADN extraido de E. canis (canal 5 de ambas Figuras) con una
banda de aproximadamente 500 pb; control de los reactivos agua en lugar de ADN
(canal 11 en la Figura 27 Ay canal 12 en la Figura 27 B). De los 9 perros ensayados
en 6 de ellos (canales 7 al 10 de la Figura 27 A, perros N° 1 al N° 4 y canales 7y 8
de la Figura 27 B, perros N° 5y N° 6 ) se visualizo una banda igual a la observada en
el control de E. canis (resultado positivo), mientras que en tres de los 9 (canales 9, 10
y 11 Figura 27 B, perros N° 7 al N° 9) no se visualiz6 ninguna banda (resultado

negativo).

La Figura 28 representa la corrida electroforética de los productos de la
segunda PCR en la cual los productos de la primera PCR (realizada con 1ul de ADN)
sirvieron como plantilla de ADN para la segunda, utilizando los cebadores especificos
para la especie E. canis (ECA/HE3). Los controles y las muestras correspondientes a
los perros se colocaron en el mismo orden que estdn en la Figura 26. Se puede
visualizar bandas bien definidas de los productos amplificados en las muestras de los
perros N° 1, N° 2, N° 5, N° 6 y N° 8; bandas débiles de los productos amplificados de
los perros N° 3y N° 4; en la muestra concerniente al perro N° 7 no se formo producto
amplificado. La Figura 29 es la representacion de la corrida electroforética de los
productos de la segunda PCR realizada con los productos de la primera PCR (con 10
ul de ADN) utilizando los mismos cebadores anteriores. El control negativo y el de
los reactivos fueron los mismos que se utilizaron en la primera PCR y se colocaron en
los mismos canales de las Figuras 27 A'y 27 B. Se observa que con el producto de E.
coli no hubo amplificacién (canal 4 en ambas Figuras, control negativo de otro género
bacteriano). En el canal 5 de ambas figuras se visualiza una banda de
aproximadamente 390 a 400 pb correspondiente al ADN de E. canis. En los canales 7
al 10 de laFiguras29 Ay 7 al 11 de la Figura 29 B (Figura A: perros N° 1 al N° 4 y
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Figura 28. Electroforesis en gel de agarosa de las amplificaciones de la
segunda PCR (cebadores ECA/HE3) realizada con los productos de la
primera PCR (1 pl de ADN extraido de muestras sanguineas). Canal 1:
marcador de peso molecular de 100 pb (pb: pares de bases); canal 2 al 10:
perros N° 1 al N° 9; canal 11: control negativo; canal 12: agua; canal 13:
control positivo.
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Figura 29. Electroforesis en gel de agarosa de las amplificaciones de la segunda
PCR (cebadores ECA/HER3) realizada con los productos de la primera PCR (10
pul de ADN extraido de muestras sanguineas). Fig. 30 A y 30 B. Canal 1:
marcador de peso molecular de 1 Kb (pb: pares de bases); canal 3: control
negativo; canal 4: control negativo; canal 5: control positivo. Fig. 30 A. Canales
7 al 10: perros N° 1 al N° 4; canal 11: agua. Fig. 30 B. Canales 7 al 11: perros
N° 5 al N° 9; canal 12: agua.
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Figura B: perros N° 5 al N° 9) se formaron amplificados correspondientes a las
muestras de todos los perros ensayados a excepcion del perro N° 8 (canal 10, Figura
29 B).

Los productos amplificados en la primera PCR utilizando los cebadores
ECB/ECC con 1 ul y 10 ul de ADN también se ensayaron en una segunda PCR con
los cebadores HE1/HE3 para la especie E. chaffeensis. En la Figura 30 se presenta la
fotografia de la corrida electroforética en gel de agarosa de los productos de la
segunda PCR utilizando como plantilla de ADN los productos amplificados en la
primera PCR (realizada con 1ul de ADN extraido de las muestras sanguineas). En este
gel de agarosa se coloco en el canal 13 el control positivo (ADN de E. chaffeensis), en
el canal 11 el control negativo (ADN de células DH82 no infectadas), canal 12 agua
en vez de ADN, en los canales 2 al 10 las muestras de los productos correspondientes
a los perros N° 1 al N° 9. Se puede observar que no hubo amplificacion con las
muestras de los perros, la Unica banda que se reconoce es la correspondiente al control
positivo (canal 13). La fotografia de la corrida electroforética de los productos de la
segunda PCR efectuada con los productos de la primara PCR (la cual se llevo a cabo
con 10 ul de ADN extraido de las muestras sanguineas) se puede observar en la
Figura 31. Los controles y muestras se colocaron en el mismo orden en que estan
colocados en la figura del gel anterior. En esta fotografia se puede evidenciar que
utilizando los cebadores especificos para E. chaffeensis (HEL/HE3) amplificaron los
productos de la primera PCR correspondientes a los perros N° 1, N° 2, N° 6 y N° 8
(canales 2, 3, 7 y 9 respectivamente). Los productos de la primera PCR de los perros
N° 3, N°4, N° 5, N° 7y N° 9 no amplificaron con los cebadores utilizados.

Se obtuvo sangre de un perro infectado naturalmente con signos clinicos de
Ehrlichiosis Canina para ser utilizada como inéculo del perro infectado
experimentalmente, a partir del cual se obtuvieron los cultivos primarios infectados.
En la Figura 32 se observa la electroforesis de los productos de la primera PCR con 1

y 10 ul de ADN extraido de la muestra sanguinea, usando los cebadores ECC y ECB.
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Figura 30. Electroforesis en gel de agarosa de las amplificaciones de la
segunda PCR (cebadores HE1/HE3) realizada con los productos de la
primera PCR (1 pul de ADN extraido de muestras sanguineas de perros
infectados naturalmente). Canal 1: marcador de peso molecular de 100
pb (pb: pares de bases); canal 2 al 10: perros N° 1 al N° 9; canal 11:
control negativo; canal 12: agua; canal 13: control positivo.
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Figura 31. Electroforesis en gel de agarosa de las amplificaciones de la
segunda PCR (cebadores HE1/HE3) realizada con los productos de la
primera PCR (10 ul de ADN extraido de muestras sanguineas de perros
infectados naturalmente). Canal 1: marcador de peso molecular de 100
pb (pb: pares de bases); canal 2 al 10: perros N° 1 al N° 9; canal 11:
control negativo; canal 12: agua; canal 13: control positivo.
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En esta PCR se incluyeron los siguientes controles: control de los reactivos, agua en
lugar de ADN (canal 3), control negativo, ADN extraido de células DH82 no
infectadas (canal 4); control positivo de otro género bacteriano, ADN obtenido de E.
coli (canal 7); controles positivos, ADN extraido de E. canis y E.chaffeensis (canales
8y 9). En esta fotografia se observa con 10 ul de ADN obtenido de la muestra canina
(canal 6) una banda igual a la formada con los controles positivos de
aproximadamente 490 pb, con 1 ul de ADN extraido no hubo formacién de banda

(canal 5).
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Figura 32. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la primera PCR
(cebadores ECC/ECB) realizada con el ADN extraido de la muestra sanguinea del
perro utilizado como inéculo. Canal 1: marcador de peso molecular de 1 Kb (pb:
pares de bases); canal 3: agua; canal 4:control negativo; canal 5y 6: 1 pl y 10 ul de
ADN; canal 7: control positivo (E. coli); canal 8 y 9: controles positivos

La Figura 33 es la fotografia de la electroforesis en gel de agarosa de los
productos de la segunda PCR. En este caso se utilizé como plantilla de ADN 1 ul de
cada uno de los productos de la PCR anterior y los cebadores para E. canis ECA/HE3
(Figura 33 A) y E. chaffeensis HE1/HE3 (Figura 33 B). El control de reactivos y
negativo fueron los mismos de la PCR anterior y se colocaron en los mismos canales

de la Figura 32. Como puede observarse en el canal 7 de las Figuras 33 Ay 33 B no
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Figura 33. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la segunda PCR
(cebadores de especie) realizada con los productos de la primera PCR (ADN del perro
utilizado como inéculo). Figura 33 A y 33 B (cebadores ECA/HE3 y HE1/HE3
respectivamente). Canal 1. marcador de peso molecular de 1 Kb (pb: pares de bases);
canal 3: agua; canal 4: control negativo, canal 5y 6: 1 ul y 10 pl de ADN del perro;
canal 7: control negativo. Figura 33 A (cebadores ECA/HE3). Canal 8: control
negativo; canal 9: control positivo. Figura 33 B (cebadores HE1/HE3). Canal 8: control
negativo; canal 9: control positivo

se formaron bandas con el producto del ADN extraido de E. coli (control negativo).
En el canal 8 de la Figura 33 A no hubo amplificacién a partir del producto formado
con ADN extraido de E. chaffeensis utilizando los cebadores especificos para la
especie E. canis, ECA/HEL (control negativo) y lo mismo ocurrio en el canal 8 de la
Figura 33 B con el producto formado con ADN extraido de E. canis utilizando los
cebadores especificos para la especie E. chaffeensis HE1/HE3 (control negativo). En
el canal 5y 6 de la Figura 33 A se visualizan dos bandas tanto con el producto
correspondiente a 1 ul como con 10 pl de ADN extraido de la muestra canina de 380 a
400 pb igual a la observada en el control positivo (canal 9), mientras que en la Figura
33 B la unica banda formada es la del control positivo (canal 9, ADN extraido de E.

chaffeensis).
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3.5 PCR anidada del perro inoculado experimentalmente y de los

cultivos primarios obtenidos de este perro

Las Figuras 34 y 35 muestran la corrida electroforética de la primera y segunda
ronda de PCR (cebadores ECB/ECC y ECA/HES3 respectivamente) con las muestras
de ADN del perro inoculado experimentalmente. En la primera PCR los controles
utilizados estuvieron conformados por uno negativo, obtenido a partir del ADN de
células DH82 sin infectar (canal 3); dos controles positivos correspondientes al ADN
de E. coli y ADN de E. canis (canales 4 y 5 respectivamente), los cuales pueden
visualizarse como bandas de 510 pb para el control de E. coli y entre 480-500 pb para

E. canis.

Los productos amplificados en la primera PCR con el ADN de células DH82
sin infectar, ADN de E. coli y ADN de E. chaffeensis se emplearon como controles
negativos de la segunda ronda de PCR (Figura 35, canales 3, 4 y 5 respectivamente);
el producto de la primera PCR con el ADN de E. canis sirvié como control positivo
(Figura 35, canal 6) y se evidencia como una banda de aproximadamente 390 pb. En
la Figura 34 (primera PCR) se pueden visualizar bandas ligeras de aproximadamente
500 pb en los canales 11, 12 y 15 correspondientes a los dias Pl 14, 17 y 32 PI,
mientras que en la Figura 35 (segunda PCR) se observan bandas muy ligeras de 400
pb el dia de la inoculacion (dia 0, canal 7), 43 PI (canal 17) y el dia 73 PI (canal 19,
23 dias después de iniciado el tratamiento). En esta misma Figura se observa como
paulatinamente va aumentando la intensidad de las bandas en los dias 10, 14, 17, 19y
23 Pl (canales 8, 9, 13, 14 y 15).

La segunda ronda de PCR se realiz6 utilizando los cebadores especificos para
la especie E. chaffeensis (HE1/HE3) y los productos amplificados en la primera PCR
correspondientes al control negativo (células DH82 no infectadas, canal 6), control

positivo (E. chaffeensis, canal 7) y las muestras de los dias 0, 10, 14 y 17 PI (canales
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Figura 34. Electroforesis de los productos de la primera PCR (cebadores ECC/ECB)
realizada con 10 pl de ADN extraido de las muestras sanguineas del perro inoculado
experimentalmente. Canal 1 y 9: marcador de peso molecular de 1 Kb (pb: pares de
base); canal 3: control negativo; canal 4: control positivo (E. coli); canal 5: control
positivo; canal 6: dia 0 de la inoculacion experimental; canal 7 dia 10 PI; canal 11: dia
14 P1; canal 12: dia 17 PI; canal 13: dia 19 PI; canal 14: dia 23 PI; canal 15: dia 32 PlI;
canal 16: dia 43 PI; canal 17: dia 50 PI; canal 18: dia 73 PI; canal 19: agua
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Figura 35. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la segunda PCR
(cebadores: ECA/HE3) del perro inoculado experimentalmente. Canal 1 y 11:
marcador de peso molecular de 1 Kb (pares de base); canal 3: control negativo;
canal 4: control negativo; canal 5: control negativo; canal 6: control positivo; canal
7: dia 0 de la inoculacion experimental; canal 8: dia 10 PI; canal 9: dia 14 PI; canal
13: dia 17 PI; canal 14: dia 19 PI; canal 15: dia 23 PI; canal 16: dia 32 PI; canal 17:
dia 43 PI; canal 18: dia 50 PI; canal 19: dia 73 PI; canal 20: agua
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2, 3, 4y 5); después que se llevé a cabo la PCR hubo amplificacién en el control
positivo y en las muestras, lo que se evidencié como bandas de aproximadamente 390

pb en el gel utilizado para la corrida electroforética (Figura 36).
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Figura 36. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la segunda PCR
(cebadores: HE1/HE3) del perro inoculado experimentalmente. Canal 1:
marcador de peso molecular de 100 pb (pares de base); canal 2: dia 0 de la
inoculacion experimental; canal 3: dia 10 PI; canal 4: dia 14 PI; canal 5: dia 17
Pl; canal 6: control negativo; canal 7: agua; canal 8: control positivo

De este perro infectado experimentalmente se obtuvieron cultivos primarios.
Se extrajo el ADN de las alicuotas almacenadas a —70 °C de los cultivos primarios
infectados nimero 1 (dia 14 después de haber sido sembrado), numero 2 (dia doce
después de realizar el primer pase), niUmero 3 (sobrenadante a los seis dias de haber
realizado el segundo pase), nimero 4 (dia 15 después de realizar el tercer pase). La
Figura 37 representa la electroforesis en gel de agarosa de los productos formados en
la primera PCR utilizando los cebadores de género ECC y ECB. Se puede observar
una banda entre 490 a 500 pb con el ADN E. chaffeensis y E. canis utilizados como
controles positivos del género Ehrlichia (canales 3 y 4 respectivamente). Se
evidencian bandas de aproximadamente 490 a 500 pb con 10 ul de ADN del cultivo
N° 1y cultivo N° 2 (canales 7 y 9, respectivamente). Con 1 y 10 ul de ADN del

sobrenadante del cultivo N° 3 no hubo amplificacién (canales 10 y 11), mientras que
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Figura 37. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la primera PCR de los
cultivos primarios infectados (cebadores ECC/ECB). Canal 1: marcador de peso
molecular de 1 Kb (pb: pares de base); canal 3: control positivo (E. chaffeensis);
canal 4: control positivo (E. canis); canal 5: control negativo (ADN de células DH82
sin infectar); canales 6 y 7: 1y 10 ul ADN del cultivo primario N° 1; canales 8y 9: 1
y 10 pul ADN del cultivo primario N° 2; canales 10 y 11: 1 y 10 ul ADN del cultivo
primario N° 3 (sobrenadante); canales 12 y 13: 1y 10 ul ADN del cultivo primario N°
4; canal N° 14: agua

con 1y 10 ul de ADN del cultivo N° 4 se formo una banda intensa con 10 ul (canal
13).

Luego se llevo a cabo la segunda ronda de PCR con los cebadores especificos
ECA/HE3 (Figura 38, E. canis) y HE1/HE3 (Figura 39, E. chaffeensis). En ambos
casos se utilizaron 1 ul de los productos de la primera PCR realizada con 10 ul de
ADN de las muestras de los cultivos primarios N° 1, N° 2 y N° 3. Se incluyé un
control negativo (producto de la primera PCR llevada a cabo con el ADN de las
células DH82 no infectadas, canal 5 de las dos Figuras) y un control positivo
(producto de la primera PCR efectuada con el ADN de E. canis, canal 7 de la Figura
38y E. chaffeensis canal 7 de la Figura 39). En las dos Figuras se puede observar que
después de realizada la segunda PCRy corrido los productos en el gel, amplificaron



84

pb

500
400

300
200

100

Figura 38. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la segunda PCR
con los cultivos primarios (cebadores ECA/HE3). Canal 1: marcador de peso
molecular de 100 pb (pares de base); canales 2 al 4: cultivos primarios N° 1, N° 2
y N° 3; canal 5: control negativo; canal 6: agua; canal 7: control positivo
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Figura 39. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la segunda PCR con
los cultivos primarios (cebadores HE1/HE3). Canal 1: marcador de peso molecular
de 100 pb (pares de base); canales 2 al 4: cultivos primarios N° 1, N° 2 y N° 3;
canal 5: control negativo; canal 6: agua; canal 7: control positivo
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las muestras correspondientes al control positivo y las muestras de los cultivos; esto se

evidencia en el gel como bandas de aproximadamente 390 pb.

3.6  PCR del perro inoculado con los cultivos primarios de monocitos
infectados

A la perra inoculada con los cultivos primarios se le extrajo sangre antes de la
inoculacion (dia 0) y a los dias 6, 9, 14, 18, 21, 26, 46 y 64 dias PI. Estas muestras se
almacenaron a —70 °C y luego se descongelaron con la finalidad de extraerles el ADN
y realizar la primera ronda de PCR con los cebadores ECC y ECB cuyos resultados se
muestran en la Figura 40. Se puede observar una banda de aproximadamente 510 pb
con el ADN de E. coli utilizado como control positivo (canal 4), una banda de 500 pb
con el control positivo del género Ehrlichia (ADN de E. canis, canal 5). Con respecto
a las muestras de ADN (10 ul) analizadas del animal inoculado se puede evidenciar
que se formaron productos representados por bandas de 500 pb iguales a las del
control positivo a los dias 9, 14, 18 y 25 PI, siendo esta ultima muy tenue (canales 8,
9,10y 12).

La segunda ronda de PCR se efectué con los productos de la primera PCR
realizada con el control negativo ( células DH82 sin infectar, canal 10 de la Figura 41
y Figura 42 respectivamente) y los productos de la primera PCR efectuada con 10 pl
del ADN de las muestras correspondientes a los dias 0, 6, 14, 18, 21, 26, 46 y 64 PI.
Esta PCR se realiz6 se realizd utilizando los cebadores para la especie E. canis
(ECA/HE3, Figura 41) y E. chaffeensis (HE1/HE3, Figura 42). En los canales 3, 7y 8
de la Figura 41 se observan bandas tenues de aproximadamente 390 pb
correspondientes a los dias 6, 25 y 46 Pl. También se evidencian bandas bien
definidas en los canales 4, 5y 6 pertenecientes a los diasl4, 18 y 21 Pl iguales a la
observada en el control positivo. En el gel representado en la Figura 42 todas las
bandas observadas son bien definidas y corresponden al control positivo y a los dias 6,
14,18, 21y 25 Pl (canales 3, 4, 5, 6 y 7, respectivamente).
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Figura 40. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la primera
PCR (cebadores ECC/ECB) del perro inoculado experimentalmente
utilizando como in6culo cultivos primarios. Canal 1: marcadores de peso
molecular (pb: pares de base); canal 3: control negativo (ADN de células
DH82); canal 4: control positivo; canal 5: control positivo; canal 6: dia 0
de la inoculacion experimental; canal 7 al 14: dia 6, 9, 14, 18, 21, 25, 46 y
64 PI; canal 15: agua
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Figura 41. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la segunda
PCR (cebadores: ECA/HE3) del perro inoculado experimentalmente con los
cultivos primarios. Canal 1: marcador de peso molecular de 100 pb (pares
de base); canal 2: dia 0 de la inoculacion experimental; canal 3: dia 6 PI;
canal 4: dia 14 PI; canal 5: dia 18 PI; canal 6: dia 21 PI; canal 7: dia 25 PI;
canal 8: dia 46 PI; canal 9: dia 64 PI; canal 10: control negativo; canal: 11:
agua; canal 12: control positivo



Figura 42. Electroforesis en gel de agarosa de los productos de la segunda
PCR (cebadores: HE1/HE3) del perro inoculado experimentalmente con
los cultivos primarios. Canal 1: marcador de peso molecular de 100 pb
(pares de base); canal 2: dia 0 de la inoculacion experimental; canal 3:
dia 6 P1; canal 4: dia 14 PI; canal 5: dia 18 PI; canal 6: dia 21 PI; canal 7:
dia 25 PI; canal 8: dia 46 PI; canal 9: dia 64 PI; canal 10: control
negativo; canal: 11: agua; canal 12: control positivo
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V. DISCUSION

La Ehrlichiosis Canina es una enfermedad infecciosa producida por
organismos Rickettsiales intracelulares obligatorios, transmitida por garrapatas entre
miembros de la familia Canidae. Hay varias especies que infectan los leucocitos
sanguineos y las plagquetas del perro, entre las que se pueden mencionar: Ehrlichia
canis, E. chaffeensis, E. ewingii, E. risticii (Neorickettsia risticii), E. equi (Anaplasma
phagocytophila) y E. platys (Anaplasma platys). En algunos casos no se evidencia
clinica pero en otros puede variar de leve a severa e incluso el animal puede morir
debido a esta enfermedad (Huxsoll et al., 1970; Conrad, 1989; Kakoma et al., 1994;
Dawson et al., 1996a; Breitschwerd et al., 1998).

Desde que la enfermedad y el agente etioldgico se observaron por primera vez
en perros de Argelia en el afio de 1935, ha sido reconocida en casi todos los paises del
mundo, sobre todo en regiones tropicales y subtropicales (McDade, 1990). Venezuela
por ser un pais tropical y donde habita la garrapata marron del perro Riphicephalus
sanguineus, vector de E. canis, reune las condiciones apropiadas para que esté
presente tanto la infeccion como la enfermedad, asi lo han demostrado diferentes
estudios publicados desde 1992 (Arraga-Alvarado, 1992; Garcia et al., 1992; Garcia et
al., 1999; Tami et al., 1994; Pérez et al., 1996; Gutiérrez et al., 1999; Unver et al.,
2001; Suksawat, 2001a).

Cuando se empez6 a estudiar esta enfermedad, las Ehrlichias Monociticas
Caninas eran mantenidas in vivo en el laboratorio a través de pasajes seriados en
perros, ya que los ratones, ratas, cobayos y hamsteres demostraron ser resistentes a la

infeccion. Se hicieron ensayos para propagar la bacteria en huevos embrionados de



89

pollo pero estos intentos fracasaron (Huxsoll et al., 1970). Luego se lograron
establecer cultivos in vitro, al principio eran primarios obtenidos de sangre de perros
enfermos y afios mas tarde se utilizaron lineas celulares continuas, con la ventaja de
que estos ultimos cultivos se pueden mantener en el laboratorio por tiempo indefinido
y se obtienen porcentajes altos de células infectadas (Nyindo et al., 1971; Dawson et
al., 1991b).

Uno de los propdsitos principales de esta investigacion era el aislamiento de
Ehrlichia Monocitica Canina in vitro en la linea celular continua DH82, la cual se
adquirio comercialmente de la American Type Collection Culture (ATCC). El
establecimiento de la linea celular fue necesario, ya que es el Unico sistema que
permite el aislamiento de la bacteria in vitro. Se escogié esta linea celular porque la
conforman macréfagos de origen canino y ademas existen reportes de aislamiento
tanto de E. canis como de E. chaffeensis en estas células (Dawson et al., 1991a;
Dawson et al., 1991b; Dumler et al., 1995). Para conocer sus caracteristicas de
crecimiento se realizé una curva de crecimiento, la cual se inicié con 3x10° células

por frasco de cultivo en el dia 0, indculo recomendado por la ATCC.

Cuando Wellman et al. (1988) establecieron por primera vez esta linea celular
realizaron una curva de crecimiento comenzando en el dia cero (0) con 1x10° células
totales en cada frasco de cultivo. Cuando se compararon las dos curvas, a pesar de que
los investigadores del primer estudio utilizaron tres veces menos células que en el
presente trabajo, no se observaron diferencias con relacion al periodo de la fase
logaritmica y se observaron pocas diferencias con respecto a la fase estacionaria y
periodo de duplicacion de la poblacion celular, esto indica que aun cuando la linea fue
establecida hace mas de diez afios, el tiempo de generacion o de divisidn celular se ha
mantenido igual. Una de las diferencias observadas entre ambas curvas es con
respecto al contaje celular maximo; mientras que en el primer trabajo se alcanzé un
maximo de 2,5 x 10° células totales, en este estudio se obtuvo un maximo de 6,8

x 10° células. Es posible que esta diferencia se deba a que la curva reportada en el
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trabajo original se realiz6 cuando se habian hecho pocos pases de la linea celular,
estas células estaban empezando a adaptarse al cultivo in vitro, mientras que la curva
obtenida con este estudio se realiz6 con células que ya tenian mas de diez afios de
cultivadas in vitro. Posiblemente esta puede ser la razon por la cual en los cultivos del
primer trabajo no se describe la formacién de grupos celulares parecidos a racimos de
células que sobresalen de la superficie de la monocapa celular observados por

nosotros en la fase estacionaria.

Con relacion a la crioconservacion de las células, logramos optimizar las
condiciones en cuanto a concentracion celular y medio conservador utilizado.
Inicialmente se siguieron las condiciones recomendadas por la ATCC como son:
concentracion celular de 5x10° células/ml en el medio conservador A (5 % DMSO, 15
% SFB y 80 % MEM base), pero en ese medio no se mantuvieron de manera optima
las células, ya que cuando se descongelaron células almacenadas por tres meses en
nitrégeno liquido, mostraban una viabilidad celular entre el 60 % y el 70%. Por este
motivo, se hicieron otros ensayos debido a que se recomienda la utilizacién de medios
conservadores que den como resultado viabilidades celulares mayores o iguales al 85
% con células que se han almacenado durante afios en nitrogeno liquido (Harlow y
Lane, 1988). Al utilizar el medio conservador C (5% DMSO, 45 % SFB y 50 % MEM
base) con la concentracion celular 2,5x10° células/ml, se observé que el porcentaje de
viabilidad era igual o mayor al 90 % para células almacenadas hasta por seis meses en
nitrégeno liquido. Es importante continuar evaluando la viabilidad de las células que
estén almacenadas por periodos de tiempo superiores a los seis meses, para determinar

la capacidad de crioconservacion de este medio.

Durante el desarrollo de este trabajo se realiz6 un pequefio estudio seroldgico
con trece perros, con la finalidad de seleccionar un suero con un alto titulo de
anticuerpos (Acs) anti-Ehrlichia Monocitica Canina. El suero elegido, se utiliz6 para
preparar el conjugado requerido en la prueba Inmunofluorescencia Directa (IFD). Con

este conjugado se pudo determinar el porcentaje de células infectadas de los cultivos
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DH82 y de los cultivos primarios. La serologia de los trece perros se realizo utilizando
como antigeno (Ag) E. canis mediante el ensayo de Inmunofluorescencia Indirecta
(IF1). La IFI se realiz6 de acuerdo a la metodologia reportada por Ristic et al. (1972),
quienes recomiendan una dilucion 1/10 del suero para la prueba cualitativa. Sin
embargo, cuando se ensayaron diferentes diluciones tanto del suero control negativo
como del positivo para la estandarizacion del ensayo, observamos que con la dilucién
1/10 se visualizaba fluorescencia inespecifica en el sustrato antigénico con ambos
controles y que a partir de la dilucion 1/40 no se evidenciaba fluorescencia
inespecifica, quedando establecida esta dilucion para la realizacion de la

determinacion cualitativa.

Después de realizada la prueba de IFI con los trece sueros caninos se
determind que 84,6 % reaccionaban con el Ag de E. canis, con lo que se demostro que
estos perros habian estado en contacto con E. canis o alguna otra especie relacionada
antigénicamente. Estos animales, de acuerdo a lo expresado por sus duefios, en algun
momento habian estado infestados por garrapatas. Aungue no precisaron la especie de
garrapata, es muy probable que haya sido R. sangineus, vector de E. canis,
ectoparasito ampliamente distribuido en todo el territorio nacional, encontrandose

parasitando caninos en los méas variados ambientes (Coronado y Mujica, 1998).

Aunque con este pequefio estudio no se pretendia establecer una prevalencia,
existen otros trabajos en los cuales se evalGa un mayor nimero de perros que reportan
porcentajes de seropositividad semejantes al presentado en esta investigacion. Uno de
los mas recientes es el reportado por Suksawat et al. (2001b) con 49 sueros caninos
evaluados en Tailandia, en los que se demostraron Acs contra E. canis en el 71 %.
Martinez y Gutiérrez (2000) examinaron 110 muestras de sueros de perros
aparentemente sanos de la poblacion de Zuata, estado Aragua, y detectaron Acs anti-
E. canis en 77,3% de las muestras. Otro estudio méas extenso (Ghorbel et al., 1994) en

el que se analizaron 1.216 sueros caninos de varias regiones de Tunicia (Africa),
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reveld una prevalencia del 49 % en la capital del pais mientras que en otras regiones la

prevalencia vario entre 75 %y 85 %.

Para realizar el aislamiento de Ehrlichia Monocitica Canina se seleccionaron
nueve perros con signos clinicos de Ehrlichiosis Canina y Frotis de Capa Blanca
(FCB) con inclusiones intracitoplasmaticas basofilas en células mononucleares. Las
caracteristicas morfolégicas de las inclusiones observadas en estos frotis coincidieron
con las descritas en otras investigaciones (Huxsoll et al., 1970; Huxsoll et al., 1972;
Arraga-Alvarado 1992; Harrus et al., 1998; Gutierrez et al., 1999).

Cuando se analizaron los datos hematolégicos de los nueve animales se
encontré que todos presentaron anemia y trombocitopenia. Kuehn y Gaunt (1985), en
un estudio retrospectivo realizado con 56 perros con signos clinicos de Ehrlichiosis
Canina procedentes de Luisiana (Estados Unidos), también encontraron estas
variaciones hematoldgicas, reportando anemia en 72 % y trombocitopenia en 64 % de
los perros. Mas recientemente, Kordick et al. (1999), reportan 59 % de anemia'y 78 %
de trombocitopenia en una investigacion realizada en 27 perros enfermos de una
perrera de Carolina del Norte (Estados Unidos). La divergencia entre los valores
porcentuales de los dos estudios y el nuestro, puede deberse a la diferencia en el grado
de virulencia de cepas en regiones geograficas distintas, tal como se sugiere en el
estudio realizado por Kuehn y Gaunt (1985). Seria conveniente realizar una
investigacién con un ndmero mayor de perros con signos clinicos de Ehrlichiosis
Canina en el &rea geogréfica del estado Aragua utilizando la Reaccion en Cadena de la
Polimerasa (PCR) como método de laboratorio, incluyendo entre las variables los

parametros hematologicos.

Con relacién al recuento de leucocitos, observamos leucopenia en solo dos de
los perros (22,2 %) mientras que el resto de ellos mantenian valores normales. El
porcentaje encontrado en esta investigacion es muy semejante al reportado por Kuehn

y Gaunt (1985) quienes sefialan que 25 % de los animales analizados mostraban
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leucopenia mientras que el 61 % tenia un contaje dentro de los valores de referencia y

el 14 % presentd leucocitosis.

El estudio por Microscopia Electronica de Transmision confirmo que las
morulas observadas en los FCB correspondian a bacterias pertenecientes al género
Ehrlichia. Los hallazgos que permiten hacer esta afirmacion estan fundamentados en
la observacion de vacuolas citoplasmaticas dentro de células mononucleares donde se
visualizan cuerpos elementales ovoides rodeados por una doble membrana: una
interna que se corresponde con la membrana plasmatica bacteriana y otra ondulada
externa separada de la membrana interna por el espacio periplasmico; esta doble
membrana representa uno de los detalles ultraestructurales mas importantes en la
identificacion de las bacterias Gram negativas y por lo tanto de las Ehrlichias como lo
describen muchos autores (Simpson, 1972; Hildebrandt et al., 1973; Madigan et al.,
1997; Popov et al., 1995; Popov et al., 1998; Gutiérrez et al., 1999). El trio: célula
mononuclear-vacuola intracitoplasmatica-cuerpo elemental permite ubicar a los
microorganismos hallados en esta investigacion dentro del grupo Ehrlichia
Monocitica, ya que exhiben las caracteristicas ultraestructurales mencionadas (Figura
21).

Las células mononucleares o los leucocitos infectados, de los animales
seleccionados, se sembraron directamente en la linea celular DH82 y el porcentaje de
células infectadas de los cultivos, se evalud hasta el dia 60 postinfeccion. Muchos
fueron los intentos realizados para encontrar células infectadas, sin embargo no
observamos las inclusiones basofilas o fluorescentes caracteristicas (cuando se realizd
coloracion de Giemsa o Inmunofluorescencia Directa) reportadas en diferentes
trabajos relacionados con el aislamiento de estos microorganismos, utilizando esta
misma metodologia y linea celular (Dawson y Ewing, 1992; Dawson et al., 1994;
Igbal et al., 1994; Lockhart et al., 1997). Tal vez, el tratamiento de la sangre canina
con Ficoll/Hypaque o buffer de lisis influyo en la viabilidad de los microorganismos

Ehrlichiales y éstos perdieron la capacidad para infectar las células DH82. Existen
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publicaciones como la de Dawson et al. (1996b), quienes manifiestan el fracaso del
aislamiento de Ehrlichia sp. a partir de venados infectados naturalmente; esto no es
sorprendente, ya que las Ehrlichias son consideradas microorganismos de dificil
cultivo porque son bacterias intracelulares obligatorias que hasta ahora no han podido
ser cultivadas en medios libres de células y requieren condiciones de crecimiento muy
exigentes (Dawson et al., 1991a; Rikihisa, 1991; Walker y Dumler, 1996).

Otra metodologia que utilizamos para el aislamiento de Ehrlichia Monocitica
Canina fue a través de cultivos primarios de monocitos in vitro, obtenidos de la sangre
infectada de un perro inoculado experimentalmente. Las primeras inclusiones
intracitoplasmaticas se observaron al noveno dia postinfeccion (PI), tanto por
coloracion de Giemsa como por IFD. En algunas células se visualizaron Unicamente
cuerpos iniciales, en otras morulas y en algunas habia una mezcla de cuerpos
elementales, cuerpos iniciales y morulas (Figura 12); estas Ultimas células también
fueron descritas por Ristic et al. (1972) y Weisiger et al. (1975) en sus
investigaciones. Los cuerpos elementales por ser las formas evolutivas de menor
tamafio (0,5 um - 08 um) no se observaron en la coloracion de Giemsa sino por IFD.
Nyindo et al. (1971) describen de forma diferente a la nuestra, la evolucion de los
cultivos primarios establecidos en su investigacion; estos autores refieren en orden
cronoldgico la aparicion de las diferentes formas evolutivas de la siguiente manera: a
las 48 horas PI observaron los cuerpos elementales, entre dos a tres dias Pl los cuerpos

iniciales y finalmente de 7 a 12 dias PI las mérulas.

En nuestro estudio se determind que entre los nueve y 14 dias del cultivo
inicial, las células infectadas tenian pocas inclusiones intracitoplasmaticas (Figura 11
y Figura 13 A, B, C, D y E), mientras que Nyindo et al. (1971) describen células hasta
con 70 morulas a los 14 dias de sembrados los cultivos; nosotros observamos células
con este niumero de morulas a los 14-15 dias del segundo o tercer pase de los cultivos
(Figuras 13 F y Figura 14 A). En cambio Hemelt et al. (1980), de forma semejante a

la nuestra, relatan en su estudio, la visualizacion de células con una o més inclusiones
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a los 5 dias Pl y luego el numero de estas inclusiones por célula aumentaron con los

pases celulares.

En relacion al porcentaje de células infectadas, nosotros evidenciamos entre
7% y 19% de células infectadas a los 14-15 dias de los cultivos iniciales. Esto difiere
de lo encontrado por Ristic et al. (1972), quienes reportan entre 25 % y 40 % de
células infectadas. En otros estudios se refiere la obtencion de 30 % de células
infectadas al séptimo dia Pl (Keysary et al., 1996), lo cual es semejante a lo publicado
por Hemelt et al. (1980) quienes lograron el mismo rendimiento pero al décimo dia
Pl. En este estudio, altos porcentajes de células infectadas (60 %) los observamos a
los 14-15 dias del tercer pase muy semejantes a los porcentajes encontrados en este
mismo pase por Hemelt et al. (1980). Todas estas diferencias y similitudes con
relacion al namero de inclusiones intracitoplasmaticas por célula y porcentaje de
células infectadas en los cultivos iniciales sugieren que estas dos variables pudieran
depender en parte, de la carga bacteriana viable del animal a partir del cual se

obtienen los cultivos primarios.

Cabe destacar que: la similitud encontrada cuando comparamos con otros
trabajos las caracteristicas morfoldgicas de las inclusiones intracitoplasmaticas, el
aumento progresivo en el porcentaje de células infectadas y nimero de inclusiones por
células relacionados con el tiempo del cultivo y pases celulares, nos permiten afirmar
que en la presente investigacion se aisld6 en los cultivos primarios Ehrlichia
Monocitica Canina a partir de la sangre infectada de un perro inoculado

experimentalmente.

De manera semejante a como se realizd en otros estudios (Dawson et al.,
1991b; Keysary et al., 1996), intentamos adaptar los cultivos primarios a la linea
celular DH82, pero nuestros intentos fracasaron. Sin embargo, con esta metodologia
se pudo demostrar que los microorganismos tenian capacidad infectante, ya que

después de inocular con los cultivos primarios a un perro Pastor Aleméan sano, el
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animal mostré cambios clinicos y hematoldgicos compatibles con Ehrlichiosis Canina.
Mas aun, antes de la inoculacion el animal no presentaba Acs anti-E. canis ni hubo
amplificacion de ADN Ehrlichial mediante la PCR. A los seis dias Pl se evidencio
amplificacion del ADN Ehrlichial a traves de la PCR (Figuras 41y 42) y a los 14 dias
Pl hubo seroconversion. La falta de capacidad de los microorganismos para infectar la
linea celular DH82 pudo deberse a que las Ehrlichias no estaban suficientemente
adaptadas a las condiciones in vitro; o tal vez a que no se produjo una unién apropiada
entre los receptores a nivel de superficie en las células de la linea celular y los
ligandos presentes en la superficie de las Ehrlichias, quizas porque la Ehrlichia de
nuestro estudio sea una cepa diferente de las Ehrlichias Monaciticas aisladas hasta los
momentos. También descartamos la posibilidad de que las células no estuvieran
funcionando bien como sistema de aislamiento; para demostrarlo realizamos ensayos
de infeccién con promastigotas de Leishmania (forma evolutiva que cambia a
amastigota intracelular cuando esta en un sistema de macréfagos) observando que al
cabo de tres dias las promastigotas se transformaron en amastigotas intracelulares
(resultados no mostrados), por lo que la posibilidad qued6 rechazada.

En esta investigacion se realizaron dos inoculaciones experimentales: una con
la finalidad de obtener sangre para realizar los cultivos primarios infectados y otra
para comprobar que los cultivos primarios eran viables y por lo tanto tenian capacidad
infectante. Aunque entre nuestros objetivos no se contemplaba evaluar la evolucion
clinica y hematolégica de los animales sometidos a la inoculacion experimental,
observamos diferencias importantes entre los dos perros que consideramos
convenientes comentar. El perro de la primera inoculacion experimental manifestd
una clinica moderada de Ehrlichiosis Canina mientras que el cuadro clinico del perro
de la segunda inoculacion fue méas severo. Probablemente y semejante a lo reportado
por Harrus et al. (1998b), la divergencia se deba a que el primer perro estaba
esplenectomizado mientras que el segundo no. En la investigacién realizada por los
autores antes sefialados se compara la evolucion clinica y hematoldgica después de la

inoculacion con E. canis de un grupo de perros esplenectomizados y otro sin
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esplenectomizar; por las diferencias encontradas entre los dos grupos, los
investigadores sugieren que el bazo juega un papel importante en la patogénesis de la
Ehrlichiosis Monocitica Canina.

En los dos perros inoculados experimentalmente, pudimos apreciar pérdida del
apetito y decaimiento después de administrar el indculo infectante. Las diferencias
observadas entre ambos animales estan referidas al tiempo en que manifestaron los
signos clinicos: en el primer perro la clinica se evidencid en el dia 14 Pl y en el
segundo al sexto dia de haber realizado la inoculacion, de manera que podemos
deducir que el periodo de incubacion fue diferente en ambos perros. Este hallazgo
puede estar relacionado a que la dosis bacteriana suministrada no fue la misma; en el
primer perro el in6culo estuvo constituido por 5 ml de sangre total mientras que el
segundo fue inoculado con 5 ml de cultivo puro de monocitos con un 60 % de células
infectadas. Estd documentado que la dosis de Ehrlichias influye en el grado de
severidad con que se presentan las manifestaciones clinicas y es posible que esté
relacionada con el acortamiento o prolongacion del periodo de incubacion (Price y
Sayer, 1983; Rikihisa, 1991).

Otro aspecto importante a considerar es el hecho de que el animal utilizado en
la primera inoculacidn estuviera seropositivo antes de la administracion del inéculo, lo
cual nos indicaba que ya habia estado infectado con Ehrlichia Monocitica Canina y
por la apariencia clinica y hematoldgica se podria sugerir que el perro se encontraba
en una fase subclinica antes de la inoculacion. Semejante a este resultado es el
reportado por Buhles et al. (1974) quienes reinfectaron 6 perros Pastores Alemanes
con Ehrlichiosis Canina cronica, observando que los animales manifestaron cambios
clinicos y hematoldgicos moderados y de duracion mas corta que aquellos
frecuentemente evidenciados en la fase aguda. Sin embargo, hay otra investigacion en
la cual cuando reinfectan dos perros Pastores Alemanes, estos animales desarrollaron
signos clinicos de Ehrlichiosis Canina indistinguibles de los exhibidos cuando se

infectaron la primera vez (Nyindo et al., 1980). Comparando los resultados de estas
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dos investigaciones con la presente se podria sugerir que la respuesta a una
reinfeccion depende muy particularmente del sistema inmune de cada individuo méas

que de la proteccién que pueda conferir la inmunidad humoral.

Uno de los parametros clinicos evaluados fue la temperatura corporal y
observamos que el primer perro inoculado (esplenectomizado) no presentd fiebre ni
antes ni después de la administracion del indculo (Figura 7) mientras que en el
segundo se apreciaron picos febriles a partir del dia 15 PI hasta el dia 24 PI cuando se
inicio el tratamiento (Figura 17). Estas diferencias también fueron referidas por
Harrus et al. (1998b) entre los perros esplenectomizados y los no esplenectomizados.
La fiebre puede ser inducida por pirégenos endégenos como la Interleuquina-1 vy el
factor de necrosis tumoral, citocinas secretadas por los macrofagos. Es probable que
con la esplenectomia se estén eliminando una gran cantidad de linfocitos
(estimuladores) y macrofagos (células secretoras), lo cual conlleva a una disminucion
de la concentracién de pirdgenos enddgenos durante la infeccion (Harrus et al.,
1998b).

Con relacion a las determinaciones hematologicas, en el primer perro se
observo anemia (Figura 8) mas no leucopenia, a pesar de que los valores leucocitarios
disminuyeron con respecto al contaje evaluado al inicio de la inoculacion y se detectd
una trombocitopenia moderada (Figura 9). Este canino recuperd espontaneamente el
apetito y el valor de las plagquetas sin necesidad de aplicar tratamiento. El perro de la
segunda inoculacion presenté anemia (Figura 18), leucopenia, y la trombocitopenia
fue més acentuada que en el primero (Figura 19). Antes de realizar la inoculacion
experimental, el primer animal mantenia recuentos plaquetarios elevados
(trombocitosis) debido a la esplenectomia (Bush, 1999) y esta debe ser la razén por la
cual se observo la trombocitopenia moderada. En cambio la trombocitopenia severa
del segundo animal inoculado pudo estar influenciada por la presencia de Acs
antiplaquetarios, los cuales han sido descritos durante la fase aguda en perros con

Ehrlichiosis Monocitica Canina. Al quedar las plaquetas recubiertas por estos Acs son
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destruidas por los macrofagos del bazo o por lisis mediada por el complemento (Neer,
2000).

Otro objetivo importante de este trabajo de investigacion fue la identificacion
molecular de E. canis y E. chaffeensis en las muestras sanguineas de los perros
infectados naturalmente, en los cultivos primarios y en las muestras sanguineas de los
perros infectados experimentalmente. Este objetivo se cumplio a traves de la PCR,
utilizando una de las variantes de la técnica original, la PCR anidada, por su alta

sensibilidad, reportada en el diagndstico de Ehrlichias (Dawson et al., 1994).

Cuando realizamos el primer experimento para estandarizar la PCR se
siguieron las condiciones reportadas por Wen et al. (1997), en cuanto a
concentraciones de los diferentes componentes de la mezcla de reactivos, esquema de
temperaturas y lapsos de tiempos. Se escogieron estas condiciones porque al realizar
el analisis de las diferentes publicaciones referentes a PCR anidada, estos
investigadores habian optimizado las condiciones de la primera PCR al reportar que
habian logrado obtener productos visibles en gel de agarosa utilizando los cebadores
ECC/ECB, a diferencia de otros que no lo habian logrado (Dawson et al.,1994;
Dawson et al., 1996a). Cuando se compararon las condiciones utilizadas entre lo
reportado por Dawson et al.(1996a) y Wen et al. (1997) se encontraron diferencias en
relacion a concentraciones de MgCl,, cebadores y temperatura de hibridacion. Por otra
parte, las condiciones reportadas por Dawson et al. (1994) son las mismas que las de
Dawson et al.(1996a) con la diferencia que estos ultimos investigadores para
amplificar el fragmento de la region del gen ARNr 16S correspondiente a Ehrlichia
sp., lo hacen en dos rondas de PCR; una primera PCR utilizando los cebadores
ECC/ECB sin la formacién de producto visible y una segunda PCR utilizando las
mismas condiciones de la primera y los cebadores: HCA (5'-
AACACATGCAAGTGCAACGGA-3) y HE1 (5°-
CAATTGCTTATAACCTTTTGGTTATAAAT-3); el producto de la segunda PCR lo

visualizaron en el gel de agarosa y luego aplicaron una tercera ronda de PCR
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utilizando como plantilla de ADN este producto y los cebadores ECA/HE3 para la
especie E. canis y HE1/HE3 para la especie E. chaffeensis. Esta metodologia no fue
utilizada por considerarla muy compleja al tener que realizar tres rondas de PCR.

Se inicid de la estandarizacién sometiendo la primera PCR a una temperatura
de hibridacion de 60 °C con el ADN contenido en 1ul y 10 ul del extracto de células
infectadas con E. canis y E. chaffeensis. Se utilizaron estos dos volumenes porque el
ADN disponible es una mezcla de ADN de las células hospedadoras y ADN de
Ehrlichia; este Gltimo ADN puede estar en muy altas 0 en muy bajas concentraciones
y estas dos situaciones producen resultados falsos negativos (Warner y Dawson,
1996); este mismo criterio se siguié cuando se analizaron las muestras problemas. En
la primera prueba de PCR también se utilizaron 20 ng y 200 ng de E. coli como
control de otra especie bacteriana. Los analisis electroforéticos en gel de agarosa
permitieron observar bandas muy semejantes en cuanto a grosor e intensidad cuando
se uso el ADN de E. coli y el ADN de Ehrlichia (ver Figura 24). Como la hibridacién
de los cebadores ECC/ECB con el ADN de E. coli es imperfecta (demostrado con el
analisis de secuencia), se esperaria un rendimiento menor en los productos
amplificados del ADN de E. coli. Obviamente, era necesario encontrar condiciones
que seleccionaran las hibridaciones mas perfectas para poner en evidencia las
diferencias esperadas. Para ello se decidid realizar el ensayo con temperaturas de
hibridacion mayores. Luego de realizados los ensayos se verificd que el rendimiento
de los productos del ADN de Ehrlichia no fue modificado negativamente por la
temperatura de hibridacion, ya que a medida que se aumentd la temperatura la
intensidad y el grosor de los productos formados, lejos de disminuir, mostraron
tendencia a aumentar, mientras que la intensidad y grosor de las bandas con el ADN
de E. coli disminuyeron, quedando establecida la temperatura de hibridacién en 68 °C.
Es de hacer notar que esta temperatura de hibridacion difiere significativamente de la
reportada en otros trabajos (Dawson et al., 1994; Dawson et al., 1996a; Wen et al.,
1997; Harrus et al., 1998a) y permite eliminar del analisis las muy posibles

contaminaciones con material genético de otras bacterias.
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La segunda PCR se llevd a cabo usando las condiciones previamente
reportadas por Wen et al. (1997). Sin embargo, el analisis computarizado previo de la
secuencia de los cebadores ECA, especifico para la especie E. canis, y HEI,
especifico para E. chaffeensis, indicd que ambos pueden formar dimeros estables a
temperaturas de fusiéon de 60,3 °C, temperatura que coincide con la temperatura de
hibridacion a la cual se desarrolla la PCR (Wen et al., 1997). Debido a que
tedricamente si se realizaba la PCR sin desnaturalizar previamente los cebadores,
estos no estarian disponibles para hibridizar con el ADN, se decidid calentar los
cebadores a 80 °C durante dos minutos para desnaturalizarlos antes de afiadirlos a la
mezcla de PCR. Realizado el ensayo y comparado con el ensayo sin desnaturalizar
previamente los cebadores, se determind que calentandolos se formaban productos
mas definidos. Esta condicién de desnaturalizacion de los cebadores antes de
afadirlos a la mezcla de PCR no es referida en la bibliografia revisada y puede
permitir, en un estudio posterior, optimizar la adicién de cebadores y ADN para hacer
mas economica la determinacion. También se hicieron ensayos utilizando 1 ul, 2 ul'y
5 ul del producto formado en la primera PCR como plantilla de la segunda PCR,
visualizandose un producto mejor definido cuando se usé el volumen de 1 ul; este
volumen igualmente ha sido utilizado en otros estudios (Dawson et al., 1994; Dawson
et al., 1996a; Wen et al., 1997).

Una vez estandarizada la técnica PCR anidada, se logrdé la identificacion
molecular de la especie de Ehrlichia Monocitica que estaba infectando a los nueve
perros. En el presente trabajo se demostro la importancia de realizar la PCR con
volimenes diferentes de ADN (1 ul y 10 pl) tal como lo recomiendan Warner y
Dawson (1996). Se pudo observar que cuando se realizaron la primera y segunda PCR
con 1 ul de ADN correspondiente al perro N° 8 (Figura 26 y Figura 28, canal 9) hubo
amplificacion del producto esperado mientras que al usar 10 ul de ADN (Figura 27 B
y Figura 29 B, canal 10) se inhibié la amplificacion, posiblemente debido a un exceso
de ADN. Lo contrario ocurrié con el ADN de los perros N° 7 y N° 9, cuyas cantidades
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de ADN estaban tan disminuidas que no hubo amplificacién y formacion de productos
en la primera PCR con 1ul (Figura 26, canales 8 y 10) y 10 ul de ADN (Figura 27 B,
canales 9 y 11). La banda correspondiente al producto amplificado se logré visualizar
cuando se realizd la segunda PCR con el producto de la primera amplificacion
realizada con 10 ul de ADN; esto se puede observar en la Figura 29 B, canales 9
(perro N° 7) y 11 (perro N° 9).

En las muestras sanguineas de los nueve perros se identificO molecularmente
la especie correspondiente a E. canis. Este resultado era el esperado, ya que los signos
clinicos, datos hematoldgicos y observacion de morulas intracitoplasmaticas en las
células mononucleares sanguineas de los perros asi lo indicaban, tal como esta
ampliamente reportado desde 1935, cuando los investigadores Donatien y Lestoquard
del Instituto Pasteur de Argelia realizan la primera publicacion en la que describen
tanto las caracteristicas clinicas de los perros como los extendidos sanguineos con este
nuevo microorganismo (Huxsoll et al., 1970; Huxsoll et al., 1972; Buhles et al., 1974;
Kuehn y Gaunt, 1985; McDade, 1990; Harrus et al., 1997; Neer, 2000). Cabe destacar
que este trabajo constituye el primer reporte en Venezuela que pone en evidencia por
medio de una herramienta tan precisa como la PCR, la presencia de E. canis en el
estado Aragua, aunque publicaciones anteriores a la realizacion de este trabajo habian
demostrado molecularmente la presencia de E. canis en perros de los estados Lara
(Unver et al., 2001) y Zulia (Suksawat et al., 2001a); faltaria por demostrar si se trata
de la misma cepa reportada en los estados referidos. Esto podria lograrse facilmente
mediante la secuenciacion del fragmento parcial amplificado correspondiente al gen
que codifica el ARNr 16S.

El hallazgo mas relevante de nuestro trabajo lo constituyé la identificacion de
E. chaffeensis en perros, como se muestra en la Figura 31; estos cuatro animales,
ademas estaban positivos a E. canis, por lo tanto padecian coinfeccion con las dos
Ehrlichias Monociticas. Este resultado representa tres aportes importantes en las

investigaciones sobre Ehrlichiosis en nuestro pais: por un lado, es el segundo reporte a
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nivel mundial de E. chaffeensis en perros; en segundo lugar, es el primer reporte en
Venezuela y Sur América de E. chaffeensis en perros y por el otro, es la primera
documentacion de coinfeccion de E. canis y E. chaffeensis en nuestro pais y .Sur

América

E. chaffeensis es el agente etiolégico de la Ehrlichiosis Monocitica humana,
reconocida a partir del afio 1991 cuando Anderson et al. (1991) la diferenciaron de E.
canis mediante secuenciacion del gen parcial ARNr 16S. El primer caso de
Ehrlichiosis Monocitica humana en Estados Unidos, se reporta en el afio de 1987
(Maeda et al., 1987) y desde ese afio hasta 1991 se pensaba que E. canis podria ser la
causante de los casos humanos debido a que los sueros reaccionaban con Ag de esta
especie. No obstante, habian estudios que reportaban ausencia de asociacion entre
infeccion o enfermedad y el contacto o tenencia de perros, por lo que se sugeria que
probablemente este animal no era el reservorio (Fishbein et al., 1987; Fishbein et al.,
1989; Harkess et al., 1989). Ademas, otras investigaciones evidenciaban una
asociacion entre los pacientes con Ehrlichiosis, la exposicion y/o picadura de
garrapatas (Fishbein et al., 1989; Dumler y Walker, 1991; Anderson et al., 1992b).
Esto se dilucidd al comprobarse que el microorganismo responsable de la Ehrlichiosis
humana era una especie diferente a E. canis y lo que estaba ocurriendo con los sueros
humanos era consecuencia de una reaccion cruzada. Por otro lado, Anderson et al.
(1992Db) detectaron ADN de E. chaffeensis mediante PCR en la garrapata Amblyomma
americanum y Dermacentor variabilis, sugiriendo a estas garrapatas como vectores
potenciales de esta Ehrlichia. Quedaba entonces por resolver cual mamifero estaba
actuando como reservorio y luego de varios afios de investigaciones se logro
determinar que el venado de cola blanca (Odocoileus virginianus) es el reservorio
natural de E. chaffeensis (Dawson et al., 1994; Dawson et al., 1996b; Lockhart et al.,
1997).

Existen otros estudios que sugieren que el perro puede ser un reservorio

potencial de E. chaffeensis. En uno de estos estudios, se identifica E. chaffeensis
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infectando naturalmente a perros del sureste de Virginia (Dawson et al., 1996a),
mientras que en otro, Dawson et al. (1992) demuestran la susceptibilidad de cuatro
cachorros caninos a infectarse experimentalmente con E. chaffeensis. Algunos de
estos animales no presentaron manifestaciones clinicas y otros manifestaron una
sintomatologia moderada. Por otro lado, Breitschwerdt et al. (1998) describen tres
perros con signos clinicos de Ehrlichiosis severa en quienes se aisla y se identifica
molecularmente E. chaffeensis. En Venezuela, el primer caso de Ehrlichiosis humana
fue diagnosticado seroldgicamente utilizando Ag de E. chaffeensis (Arraga- Alvarado
et al., 1996). En nuestro trabajo identificamos E. chaffeensis en perros del estado
Aragua, por lo que es muy probable que esté circulando esta especie en humanos. Con
la identificacion de E. chaffeensis en perros de Venezuela se plantea una serie de
preguntas que tan solo podran ser respondidas con sucesivas investigaciones: ¢El
perro es un reservorio natural o accidental de E. chaffeensis? ¢Hay otros mamiferos
que estén actuando como reservorios naturales de E. chaffeensis? ;Cual especie(s) de
garrapata(s) esta(n) involucrada(s) en la transmision de E. chaffeensis? ¢Hay humanos
infectados con E. chaffeensis?.

Semejante a lo encontrado en este estudio, la coinfeccién en perros con
diferentes especies de Ehrlichias ha sido documentada por Kordick et al. (1999),
quienes identificaron hasta cuatro especies Ehrlichiales, entre ellas E. chaffeensis
coinfectando un mismo perro. Por otro lado, Breischtwerdt et al. (1998) y Suksawat et
al. (2001a) evidenciaron coinfeccion con E. canis/E. equi y E. canis/E. platys
respectivamente. Es por lo tanto interesante explorar la posibilidad de coinfeccion con
otras especies en estudios futuros. Este hallazgo refleja la importancia de contar con
una herramienta como la PCR para el diagndstico de Ehrlichiosis, ya que con otras
técnicas como la IFI es imposible distinguir entre especies de un mismo genogrupo,
en las que hay reaccion cruzada, como por ejemplo: E. canis, E. chaffeensis y E.
ewingii. Hasta ahora no se sabe como influye la coinfeccion en las manifestaciones
clinicas o en el manejo terapéutico de los perros; deben hacerse estudios futuros que

incluyan este grupo de perros y permitan aclarar esta situacion.
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La sangre con la que se inoculd el primer perro estaba infectada Unicamente
con E. canis (Figura 33), sin embargo el perro inoculado experimentalmente estaba
coinfectado con E. canis y E. chaffeensis antes de la administracion del indculo o dia
0 de la inoculacion experimental (canal 7, Figura 35y canal 2, Figura 36). A pesar de
esto, este perro presentd manifestaciones clinicas y hematoldgicas de Ehrlichiosis
Canina. Otro hallazgo que nos permite afirmar que en este canino aumenté la carga
bacteriana por E. canis potenciado por la inoculacion, fue el hallazgo de las bandas
observadas, las cuales incrementaron en intensidad y grosor desde el dia 14 al 23 PlI,
indicando que estaba aumentando la cantidad de ADN Ehrlichial circulante (canales 9,
13, 14y 15, Figura 35).

Con relacion a la PCR realizada con las muestras correspondientes a los
cultivos primarios, era de esperarse que se aislaran las dos especies: E. canis y E.
chaffeensis (Figuras 38 y 39), ya que en la sangre del perro con la que se realizaron
los cultivos estaban circulando ambas especies. Del mismo modo, también era de
esperarse que el perro inoculado experimentalmente con los cultivos primarios se
coinfectara con ambas especies. Esta aseveracion estd demostrada porque este canino,
antes de ser inoculado, no presentaba Acs contra el Ag de E. canis y no se detecto
ADN de Ehrlichia por PCR (canal 2 de las Figuras 41 y 42). Después de la
inoculacién hubo seroconversion en el animal y se detecté ADN de E. canis y E.

chaffeensis (canales 3 al 7 de las Figuras 41y 42).

Los resultados encontrados en nuestro estudio sientan las bases para futuras
investigaciones relacionadas con el aislamiento de este microorganismo y con la
identificacion molecular del resto de las especies Ehrlichiales. Esto permitira ampliar
los conocimientos acerca de estos agentes en nuestro medio y su verdadero papel en la
instauracion tanto de infecciones como de enfermedades en caninos y otros mamiferos

incluyendo el hombre.



VI.CONCLUSIONES

En la muestra de caninos analizados, clinicamente sanos, existe una alta

frecuencia de perros seropositivos al Ag de E canis (84,6 %).

La anemia y trombocitopenia constituyeron las modificaciones hematologicas
predominantes (100 %) de Ehrlichiosis Canina en los perros seleccionados

para realizar el aislamiento del agente causal.

Las caracteristicas ultraestructurales de los cuerpos elementales incluidos
dentro de vacuolas citoplasmaticas, permiten deducir que las morulas
intracitoplasmaticas observadas en las células mononucleares de los perros

estudiados corresponden a bacterias del género Ehrlichia.

La técnica de PCR anidada, permitié la identificacion de E. canis y E.
chaffeensis en caninos del estado Aragua con signos clinicos de Ehrlichiosis

Canina.

En los cultivos primarios se aislaron y se identificaron las especies E. canis y
E. chaffeensis.

Se comprob6 que los microorganismos aislados tenian capacidad infectante,
por cuanto el perro inoculado experimentalmente con los cultivos primarios se
infectd con E. canis y E. chaffeensis, manifestando signos clinicos de

Ehrlichiosis Canina.
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VIil. RECOMENDACIONES

Continuar las investigaciones que conlleven al aislamiento de Ehrlichia
Monocitica Canina con la finalidad de estudiar la biologia, susceptibilidad a

drogas como también obtener Ag para realizar estudios epidemiologicos.

Realizar secuenciacién de los fragmentos de ADN obtenidos por PCR para
determinar si las cepas que circulan en nuestro pais son semejantes o

diferentes a las reportadas en la literatura.

Establecer la relacion entre las especies de Ehrlichias Monociticas Caninas y
signos clinicos a fin de discriminar si la gravedad de la enfermedad est4 unida

a la especie que la causa.

Identificar por PCR las diferentes especies de Ehrlichias que pudieran estar
presentes en las garrapatas para precisar la capacidad vectorial de las mismas.

Identificar por PCR E. canis y E. chaffeensis en especies de mamiferos
diferentes al perro con la finalidad de contribuir en el esclarecimiento de los

reservorios.

Esclarecer por técnicas de biologia molecular el potencial como reservorio de

mamiferos diferentes al perro.

Conociendo que esta reportada la identificacion molecular de una cepa de E.

canis en un humano asintomatico de Venezuela y que E. chaffeensis esta
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circulando en perros, determinar si estas dos Ehrlichias estan presentes en

humanos con signos clinicos de Ehrlichiosis humana.

Estandarizar la PCR utilizando cebadores que amplifiqguen el ADN de otras
especies Ehrlichiales reportadas en perros, con el objetivo final de conocer

cudles especies estan presentes en nuestra geografia.
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ANEXO A
Conjugado anti-Ehrlichia Monocitica Canina

El conjugado anti-Ehrlichia Monocitica Canina era necesario para la
determinacion del porcentaje de células infectadas de los cultivos celulares mediante
Inmunofluorescencia Directa. Para preparar este conjugado se necesitaban sueros con
un titulo alto de Acs anti- Ehrlichia Monocitica Canina, por lo tanto se realizd un
estudio seroldgico en 13 perros utilizando la técnica de Inmunofluorescencia Indirecta

(IF1).

Estudio seroldgico para obtener sueros negativos y sueros con un alto
titulo de Acs anti- Ehrlichia Monocitica Canina

El estudio seroldgico también sirvid para seleccionar sueros negativos a ser
utilizados como controles en las pruebas futuras. De los 13 perros, 4 de ellos eran de
la raza Pastor Aleman, 4 Boxer, 1 Doberman y 4 mestizos. Para obtener el suero se
extrajeron 6 ml de sangre y se colocd en un tubo sin anticoagulante; después que
ocurrio la retraccion del coagulo se centrifugd a 250 x g durante 10 minutos; el suero
se transfirid a viales de 2 ml y se almacen6 a —20 °C hasta su uso.

La metodologia utilizada para realizar la IFI es la descrita por Ristic et al.
(1972) con pocas modificaciones, utilizando ldminas de 10 pocillos con antigeno (Ag)
de E. canis cepa de Florida. Las laminas con Ag y el suero control positivo y negativo
fueron cedidos gentilmente por el Dr. lbulaimu Kakoma (Departamento de
Patobiologia Veterinaria de la Universidad de Illinois de Estados Unidos). Para hallar
la dilucidn del suero con la que se debia realizar la prueba cualitativa con los sueros
problemas se ensayaron las diluciones 1/10, 1/20, 1/40 y 1/80 tanto del suero control
negativo como del del suero control positivo; estas diluciones se realizaron en PBS pH
7,2.

Después de un periodo de incubacién a 37 °C durante una hora en camara
hdmeda, las laminas se lavaron dos veces durante 10 minutos con PBS. De acuerdo a
la recomendacion del fabricante se prepar6 una dilucion 1/20 de anti-lgG canina
acoplada a isotiocianato de fluoresceina (Sigma Inmuno Chemicals) en una dilucion
1/10 de Azul de Evans en PBS pH 7,2. Esta dilucion del conjugado se afiadio a cada
uno de los pocillos incubandose a 37 °C en cdmara himeda durante 35 minutos. Se
realizaron dos lavados de la forma descrita anteriormente y un tercer lavado con agua
destilada. Una vez que las laminas se secaron a temperatura ambiente, fueron
cubiertas con una solucién tamponada de glicerina y laminillas de 22 x 40 mm. El
examen de los preparados se realiz6 con un microscopio de fluorescencia (Carl Zeiss)
usando una fuente de luz ultravioleta.
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Preparacién del conjugado anti-Ehrlichia Monocitica Canina para la IFD

De los sueros de perros examinados con IFI se escogié uno con un titulo alto
de Acs para realizar la precipitacion de las Inmunoglobulinas con sulfato de amonio
(NH;SO,) al 50 % (P/V) de acuerdo a metodologia referida por Harlow y Lane (1988)
con algunas modificaciones. Un volumen de suero se precipitd con dos voliumenes de
NH4SO,; este proceso se llevo a cabo en bafio de hielo y agitacion constante. Se
centrifug6é a 3.180 x g durante 40 minutos y el precipitado se disolvié con buffer
fosfato salino (PBS) (Na,HPO, 75 mM; NaH,PO,4 30 mM; NaCl 0,85 %) pH 7,4 en el
mismo volumen inicial de suero. Se repitid una vez mas el procedimiento de
precipitacion anterior y el nuevo volumen de precipitado disuelto se sometio a dialisis
utilizando PBS pH 7,4. Culminado el proceso de dialisis se determind la
concentracion de proteinas por el método de Bradford (Bradford, 1976).

Las proteinas se marcaron con isotiocianato de fluoresceina (Sigma Inmuno
Chemicals) previamente disuelto en buffer fosfato 0,1 M pH 9 en una relacién 0,055
mg de fluoresceina/mg de proteina. Se dejé en reposo a temperatura ambiente durante
dos horas y luego se dializ6 con PBS pH 7,4. El conjugado fue almacenado a -20 °C
en alicuotas de 200 ul hasta su uso. Se estandarizé la dilucién a la cual se utilizo el
conjugado ensayando las diluciones del conjugado 1/10, 1/20, 1/40, 1/80 y 1/160 en
PBS pH 7,2 utilizando una Iamina con Ag de E. canis. Una vez determinado el titulo
de trabajo del conjugado se procedié a realizar la prueba de IFD tanto con las
laminillas con células DH82 sospechosas de estar infectadas como con las laminillas
con células DH82 utilizadas como controles.
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ANEXO B

Equilibrio del Fenol para la extraccion de ADN (Sambrook, et al, 1989)

Antes de utilizar, el fenol debe ser equilibrado a pH > 7,8 debido a que pH acido el
DNA se queda en la fase organica.

1.

El fenol liquido debe ser almacenado a —20 °C. Cuando se necesite, permitir que
llegue a temperatura ambiente y entonces descongelar a 68 °C. Al fenol
descongelado, afiadir un volumen igual de buffer y mezclar con un agitador
magnético durante 15 minutos.

Al separarse las dos fases descartar la fase acuosa y afiadir un volumen igual de
buffer TRIS-Hcl 0,1 M pH 8. Mezclar con un agitador magnético durante 15
minutos.

Remover la fase acuosa y repetir el paso 2 hasta que el pH de la fase fenolica sea >
7.8 (Medir el pH con papel de pH).

Después que el fenol se ha equilibrado y la fase acuosa final ha sido removida,
afiadir 0,1 volumen de bufer TRIS-Hcl 0,1 M pH 8 que contiene 0,2% de B-
mercaptoetanol. La solucién de fenol puede ser almacenada bajo la forma TRIS-
Hcl 100 mM pH 8 en botellas ambar a 4 °C hasta por 1 mes.
Fenol-Cloroformo-Alcohol isoamilico (25:24:1)

Es una mezcla que consiste de partes iguales de fenol equilibrado y

cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). Se utiliza para remover proteinas de las
preparaciones de acidos nucleicos. El cloroformo desnaturaliza proteinas y facilita la
separacion de las fases acuosas y organicas. El alcohol isoamilico reduce la formacion
de espuma durante la extraccion. Ni el cloroformo ni el alcohol isoamilico requieren
tratamiento previo.
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ANEXO C
Electroforesis en gel de agarosa (Sambrook et al, 1989)
Preparar la camara de electroforesis, colocando los separadores en los extremos.
Pesar la agarosa de acuerdo al porcentaje al que se va a preparar.

Una vez mezclada la agarosa con el buffer TBE (Tris 90 mM; &cido borico 90
mM; EDTA 2 mM) se calienta en el microonda durante 2 a 3 minutos.

Afadir la agarosa en un beaker y agregar bromuro de etidio al 0,005 % y mezclar.

Se deja enfriar y se vierte la agarosa suavemente en el centro de la camara de
electroforesis.

Colocar el peine con los canales separadores y se deja gelificar a temperatura
ambiente.

Una vez que la agarosa gelifica, quitar los separadores laterales de la camara y
despues el peine.

Afadir buffer TBE de corrida con bromuro de etidio al 0,005 % hasta alcanzar la
altura de los separadores y colocar las muestras con la micropipeta.

Conectar los electrodos a la fuente de poder y realizar corrida a un voltaje
constante de 60 Voltios (debe determinar 60 mA inicialmente) durante 1 hora.
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ANEXO D

PROCEDIMIENTO PARA EL CULTIVO DE Ehrlichia canis (Comunicacion
personal con la Dra. Jacqueline Dawson)

Descongelar y expandir las células no infectadas de la linea celular continua
DH82.

Tener varios frascos de cultivo con células no infectadas listos, antes de
descongelar el vial de células infectadas. Las células deben tener por lo menos una
semana de cultivo; la monocapa debe estar completamente confluente (fase
estacionaria).

Colocar un vial de células DH82 infectadas con E. canis en agua caliente (50-60
°C). Hacer movimientos rotatorios mientras descongela el vial. Chequear el vial
cada 15 segundos y cuando justamente quede un poquito de hielo dentro del vial,
rapidamente introducir el vial dentro de un beaker lleno de etanol al 70% para
esterilizar la superficie externa.

Inmediatamente transferir el contenido del vial a un tubo de centrifuga de 15 mi
que contiene 10 ml de medio de cultivo. (La rapidez es muy importante, debido a
que tan pronto como el vial sea descongelado debe eliminarse el Dimetil
Sulfoxido (DMSO).

Inmediatamente centrifugar a 61 x g durante 10 minutos.
Descartar el sobrenadante y afiadir 5 ml de medio de cultivo fresco.

Resuspender suavemente las células y transferir la suspension al frasco de cultivo
con DH82 no infectadas.

Incubar a 37 °C (sin CO,) durante 72 horas y hacer cambios del medio dos veces a
la semana.

Después de las 72 horas extraer 3 ml de medio viejo y descartarlo y afiadir 5 ml de
medio fresco al frasco original.

10. A los tres dias cambiar el medio de cultivo.

11. En el siguiente cambio de medio extraer una muestra del sobrenadante vy
determinar el porcentaje de células infectadas preparando un citocentrifugado. No
desprender la monocapa ya que habran suficientes células en el sobrenadante.

12. Cuando se haya determinado entre un 85 a un 95 % de células infectadas realizar
pases a nuevos cultivos de células DH82 sanas y cuando el porcentaje de células
infectadas esté entre un 60-70 % crioconservar.



ANEXO E

Valores de referencia de la hematologia y temperatura corporal en perros

Determinacion Rango Unidades
Hemoglobina 12-18° g/dl
Hematocrito 37-55°% %

Plaquetas

Leucocitos

Neutrofilos

Linfocitos

Eosindfilos

Monocitos

V.S.G.

Temperatura rectal

150.000-500.000°
6.000-17.000"
3.000-11.500 (60-77)"
1.000-4.800 (12-30)°
100-1.350 (2-10)°
150-1.350 (3-10)"
0-12°

37,5-39,0°

Plaquetas/ul

Leucocitos/pul

Neutrofilos/ul (%)

Linfocitos/ul (%)

Eosindfilos/ul (%)

Monocitos/ul (%)

mm/hora

°C

3 = Sodikoff, 2001: ® = Bush, 1999: ¢ = Ruckebush et al., 1994
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