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RESUMEN

Palavras-chave

Objetivo. Determinar la frecuencia de infeccion por bacterias del género Ehrlichia en una
poblacién de pacientes con infeccion por virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). Como
se sabe, la infeccion por VIH suele culminar en el sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA) después de un periodo variable en que la persona queda expuesta a distintos tipos de
infecciones oportunistas, cuya gravedad varia segiin el deterioro de su sistema inmunitario. La
ehrliquiosis humana es una enfermedad infecciosa de reconocimiento reciente que se transmite
por garrapatas y que es causada por especies de Ehrlichia. Se trata de microorganismos gram-
negativos, intracelulares obligados, que muestran tropismo por células sanguineas (leucocitos
y plaquetas). En Venezuela se identificd por primera vez en seres humanos en 1994, con la de-
teccién de microcolonias (mérulas) en el citoplasma de plaquetas.

Material y métodos. Para el estudio se reunieron muestras de sangre periférica de 87
pacientes con seropositividad a VIH recibidos en el Laboratorio de Inmunologia del Instituto
de Oncologia y Hematologia, en Caracas, Venezuela, que es uno de los centros de referencia
nacionales para casos de infeccién por VIH. Se revisaron retrospectivamente, al microscopio
optico, frotis elaborados con capa blanca sanguinea concentrada, tefiidos con colorante de
Wright y sellados con resina para su conservacion.

Resultado. Se identificé Ehrlichia trombocitica en 12 de los 87 sujetos del estudio, es decir,
en 13,8%.

Conclusion. La identificacion de Ehrlichia trombocitica en pacientes seropositivos sugiere
la necesidad de tener en cuenta la ehrliquiosis como posible diagnéstico en la poblacién con
infeccion por VIH.

Ehrlichia, ehrliquiosis, infecciones por VIH, infecciones oportunistas relacionadas con
el SIDA
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un periodo variable, pero por lo gene-
ral prolongado, en que la persona in-
fectada puede adquirir distintos tipos
de infecciones segtin la gravedad del
deterioro de su sistema inmunitario.
La deplecién de las células CD4+ se
traduce en una reduccién importante
de las defensas del hospedero y deja al
organismo muy susceptible a infeccio-
nes oportunistas, causadas por com-
ponentes de su microbiota normal o
por microorganismos externos con los
que tiene contacto (hongos, bacterias,
virus y parésitos), ademds de neopla-
sias por lo demds infrecuentes, como
sarcoma de Kaposi o linfoma de célu-
las B (1, 2).

Una de las infecciones que pueden
sufrir las personas seropositivas a VIH
es la ehrliquiosis humana, enfermedad
de reconocimiento reciente, causada por
especies de Ehrlichia. Se trata de una bac-
teria gramnegativa, hoy clasificada en el
orden Rickettsiales, familia Anaplasma-
taceae, que se ha adaptado a la vida in-
tracelular obligada. Presenta tropismo
por células sanguineas (monocitos, gra-
nulocitos o plaquetas) de animales y
seres humanos, a las cuales invade, para
quedar incluida dentro de una vacuola
citoplasmatica (fagosoma). Al multipli-
carse por fision binaria en el interior de
la vacuola, forma una microcolonia, que
es visible al microscopio dptico y que
por su aspecto se denomina “mérula”.
La infeccién es trasmitida por garrapa-
tas, que al alimentarse de la sangre hu-
mana contaminan con sus secreciones
salivales el sitio de la picadura (morde-
dura). De esa manera ingresa el micro-
organismo en el cuerpo humano, para
luego desplazarse por el torrente circu-
latorio, dentro de leucocitos o plaquetas.
Ejerce su accién patégena en el propio
sistema sanguineo, en el vascular, el sis-
tema nervioso central, pulmones, rifio-
nes, aparato digestivo, higado y piel,
entre otros, con una expresién clinica
muy diversa, que puede hacer que el
trastorno se confunda con otras enfer-
medades infecciosas mas comunes (3).

Entre las manifestaciones clinicas
notificadas figuran fiebre, cefalalgia,
mialgia, agotamiento o malestar gene-
ral, dolor de espalda, exantema, esca-
lofrios, ndusea, artralgias, vomito, dia-
rrea, tos y dolor abdominal.
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Un alto porcentaje de pacientes con
diagnéstico de ehrliquiosis presentan
leucopenia o trombocitopenia y algu-
nos, anemia. Las transaminasas hepati-
cas a menudo se encuentran elevadas.
El diagnéstico se confirma idealmente
por medio de pruebas especializadas
con las cuales todavia no se cuenta en
el mercado venezolano. En su defecto,
la demostracion de morulas de Ehrli-
chia en el citoplasma de células sangui-
neas permite hacer un diagnéstico es-
pecifico oportuno de la enfermedad
(3-6). Este fue el criterio adoptado en el
presente estudio.

En Estados Unidos, el primer caso
de ehrliquiosis humana se diagnosticé
en 1986 en una persona de 51 afios
picada por garrapata, en una zona
rural de Arkansas. El paciente mostré
sintomas similares a los de la fiebre
moteada de las Montafias Rocosas. En
el frotis sanguineo se identificaron
células mononucleares con inclusiones
citoplasmaticas compatibles con la
descripciéon de Ehrlichia canis (7). En
1990 se aislé y caracteriz6 Ehrlichia
causante de ehrliquiosis monocitica
humana. Los resultados serolégicos,
en combinacién con la secuencia de
ARNT, indicaron que se trataba de una
especie similar, pero no idéntica, a Ehr-
lichia canis (8). Se propuso que la nueva
especie fuese designada Ehrlichia chaf-
feensis, luego de obtener la secuencia
correspondiente a 165 ARNr mediante
su amplificacién por medio de la reac-
cién en cadena de la polimerasa (RCP)
y su comparacion con otras secuencias
de especies conocidas (9). En 1994 se
identific6 una segunda especie, que
infecta principalmente a células de
la serie granulocitica y que causa la
llamada ehrliquiosis granulocitica
humana (10); luego se encontré una
tercera, Ehrlichia ewingii, ya conocida
en el campo veterinario, también cau-
sante de ehrliquiosis granulocitica hu-
mana (11).

En Venezuela, el microorganismo se
detecté por primera vez en frotis san-
guineos de seres humanos en 1994. En
el citoplasma de plaquetas se identifi-
caron morulas con caracteristicas mor-
fologicas semejantes a las observadas
en plaquetas de caninos que se estu-
diaron conjuntamente; el microorga-

nismo se notificé como Ehrlichia platys
(12). Mas tarde, se publicaron los re-
sultados de otra investigacién en la
que se estudié una poblacién mas am-
plia de animales y seres humanos y se
realizé microscopia electrénica de la
sangre de un canino con ehrliquiosis
en fase aguda de la enfermedad (13).
En una tercera publicacion se informé
de la deteccién de mérulas en plaque-
tas mediante el examen de frotis
sanguineos de dos pacientes con un
cuadro clinico compatible con la en-
fermedad. La identificacién del ADN
del microorganismo, por medio de
la RCP, dio bases para pensar que se
habia identificado en el pais una
nueva especie propia del ser humano
(similar a Ehrlichia platys en caninos)
(14). En un estudio publicado en fecha
mas reciente, en el que se investigoé la
presencia de Ehrlichia en un grupo de
personas que por diferentes motivos
solicitaron la realizacién del examen
(picadura de garrapata por contacto
estrecho con animales, aunada o no a
sintomas), se encontré una positividad
de 37,36% (68/182) (15).

Hay condiciones del hospedero,
como edad, estado de nutricién, una
variedad de trastornos relacionados
con enfermedades malignas y otras en-
fermedades infecciosas (entre ellas la
infecciéon por VIH), asi como alteracio-
nes metabdlicas, trastornos laborales,
psiquicos o estrés, que ocasionan un
déficit secundario de la inmunocom-
petencia. En algunos casos esta defi-
ciencia es transitoria y desaparece con
un tratamiento apropiado de la enfer-
medad primaria; en otros, como en la
infeccién por VIH, tiende a ser progre-
siva. Estas condiciones hacen al hospe-
dero mas vulnerable a las infecciones
(16, 17), entre ellas la ehrliquiosis re-
cién descrita.

Con base en los conocimientos men-
cionados, la experiencia adquirida y el
hecho de que la condicién de inmuno-
competencia del hospedero lo hace
mas susceptible a infecciones, el obje-
tivo de este trabajo fue identificar Ehr-
lichia en frotis de sangre de pacientes
seropositivos a VIH, con la finalidad
de conocer la frecuencia con que el mi-
croorganismo se presenta en personas
con esta infeccién.
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MATERIALES Y METODOS

Se procesaron muestras de sangre
obtenidas de 87 personas adultas con
infeccién por VIH (13 mujeres y 74 va-
rones), las cuales fueron remitidas para
estudio al Laboratorio de Inmunologia
del Instituto de Oncologia y Hematolo-
gia, adscrito al Ministerio de Salud y
Desarrollo Social de la Universidad
Central de Venezuela, en Caracas, por
ser este un centro nacional de remision
de personas con infeccién por VIH.

Para establecer la presencia de
Ehrlichia en las células sanguineas, se
elaboraron frotis de capa blanca san-
guinea segtin el método que se detalla
a continuacion.

A partir de una muestra de 5 mL de
sangre que se extrajo con el anticoagu-
lante tetraacetato de etilendiamina
(EDTA), se elaboré un frotis de sangre
periférica (rotulado “A”) y se procedi6é
a hacer frotis de capa blanca concen-
trada (rotulado “B”). Para obtener la
capa blanca se esper6 a que se produ-
jera una sedimentaciéon espontanea de
los eritrocitos (a temperatura ambien-
tal), lo que en general ocurre en un
lapso de minutos. Una vez formada
(con abundantes leucocitos y plaquetas)
la capa blanca, se trasvasé a un tubo Ep-
pendorf (1.5 mL) y se centrifugé por 5
minutos para concentrar los leucocitos
y las plaquetas. Se descarto el plasma y
se elaboraron los frotis en laminilla (cu-
breobjetos pulido, sin grasa) con una
fraccién del sedimento “sin resuspen-
der”. Los frotis, tefiidos con colorante
de Wright y montados en portaobjetos
(utilizando resina para su conservacion
y archivo), se evaluaron minuciosa-
mente al microscopio 6ptico, utilizando
objetivo de inmersién (A: X1 000).

Debido a la dificultad para encon-
trar moérulas en el frotis de sangre pe-
riférica (A), el diagndstico se realizé en
el frotis de capa blanca concentrada
(B). No obstante, segtin se constaté al
principio del estudio, en casos de in-
tensa bacteriemia es posible ver méru-
las en el frotis de sangre periférica (A),
donde la morfologia de las células san-
guineas estd mejor conservada para
detectar también alteraciones cualitati-
vas y cuantitativas de los leucocitos,
eritrocitos y plaquetas.

Figura 1. Frotis de capa blanca concentrada
en zona de abundantes plaquetas, donde
se aprecia morula de Ehrlichia en una pla-
queta (flecha). Arriba, un linfocito. (Tincion
de Wright, x1 000)

Figura 2. Frotis de capa blanca concentrada
en zona de abundantes plaquetas, donde
se aprecia morula de Ehrlichia en una pla-
queta (flecha). Hay también dos linfocitos y
una célula degenerada. (Tincién de Wright,
x1 000)
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RESULTADOS

En la revision retrospectiva de los
frotis sanguineos de capa blanca se
identificé Ehrlichia trombocitica (figu-
ras 1y 2) en la sangre de 12 de los 87
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(13,80%) pacientes estudiados con in-
fecciéon por VIH. El microorganismo se
detect6 en las muestras de 2 de cada 13
mujeres del estudio (15,38%) y de 10
de cada 74 varones (13,51%).

DISCUSION

La ehrliquiosis es una infeccién
emergente descrita recientemente en
seres humanos, que afecta con mayor
frecuencia a personas que tienen con-
tacto con animales portadores de ga-
rrapatas o que viven en zonas donde
estos se encuentran. Desde luego, son
mas susceptibles a esta enfermedad las
personas con inmunosupresiéon por
tratamiento (18, 19) o con inmunodefi-
ciencia adquirida, como en la infeccién
por VIH.

Los resultados del presente trabajo
indican la presencia de microorganis-
mos del género Ehrlichia en pacientes
seropositivos a VIH. Aunque escasos,
también los trabajos publicados por
otros grupos de investigadores aportan
pruebas de su existencia en pacientes
infectados por VIH (20-23). Tal situa-
cién obliga al personal de salud a man-
tenerse alerta, ya que estos pacientes
corren el riesgo de morir si no reciben
tratamiento adecuado, dada su falta de
capacidad funcional para controlar la
infeccién.

En Estados Unidos se han descrito
dos especies de Ehrlichia; la primera
presenta tropismo hacia células mono-
citicas y la segunda hacia granulocitos
(3, 4).

En este trabajo se ha sefialado la pre-
sencia de moérulas en el citoplasma de
plaquetas de pacientes con seroposi-
tividad a VIH, un dato que hasta el
momento no se ha encontrado publi-
cado en la bibliografia revisada, lo cual
impide comparar los resultados pre-
sentes con los de algin otro estudio
similar.

Si bien las personas infectadas por
VIH tienen una mayor probabilidad de
adquirir diversas infecciones transmiti-
das por animales, la mayor parte de
estas no se adquieren de mascotas (ani-
males de compaiiia). El riesgo de infec-
tarse a causa del contacto con una mas-
cota es bajo, mientras que los beneficios
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psicolégicos de poseerla pueden ser
importantes; por ello, no hay razén de
peso para que los clinicos les prohiban
tener un animal en casa a las personas
infectadas por VIH. No obstante, se les
debe instruir claramente acerca de
eventuales riesgos y de las medidas
preventivas que permiten reducir la
probabilidad de adquirir infecciones a
partir de las mascotas (16, 17).

En la literatura revisada se constata
que el diagnéstico de ehrliquiosis debe
basarse en una adecuada historia cli-
nica que considere sitios de probable
exposicion a garrapatas, los sintomas y
signos que son indicio de infeccién, y
valores alterados compatibles con las
diferentes formas de la enfermedad en
examenes regulares de laboratorio, si
bien los esfuerzos que se hacen por
identificar las mérulas a menudo resul-
tan infructuosos. Aun asi, este método
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—no obstante ser el tnico de este tipo
con el que se cuenta en Venezuela—
permite diagnosticar la ehrliquiosis
con especificidad y con la prontitud ne-
cesaria, ademds de detectar el tipo de
célula sanguinea invadida y descartar
algin otro problema infeccioso. La
falta de identificacién de morulas en el
frotis no descarta la presencia de ehrli-
quiosis; la incapacidad de descubrirlas
puede deberse a una baja concentra-
cién de bacterias en la sangre circu-
lante 0 a una infeccién circunscrita que
no se detecta en este medio (3).

CONCLUSION Y
RECOMENDACION

Se detect6 una frecuencia de 13,80%
de Ehrlichia trombocitica en pacientes
que padecen de infeccion por VIH.
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ABSTRACT

Morphologic identification

of Ehrlichia sp. in the platelets
of patients infected with the
human immunodeficiency
virus in Venezuela

Objective. To determine the frequency of infection by bacteria of the genus Ehrlichia
in a population of patients infected with the human immunodeficiency virus (HIV).
As is widely recognized, HIV infection is usually followed by the acquired immuno-
deficiency syndrome (AIDS) after a variable period during which the individual can
develop different types of opportunistic infections whose severity depends on
his/her immune status. Human ehrlichiosis is a newly-recognized tick-borne infec-
tious disease caused by Ehrlichia spp., which are obligate intracellular, Gram-negative
bacteria showing tropism for blood cells (leukocytes and platelets). In Venezuela, the
disease was first recognized in humans in 1994, when intra-cytoplasmic micro-
colonies (morula) were found in human platelets.

Methods. We collected peripheral blood samples from 87 HIV-positive persons that
were received at the Inmunology Laboratory of the Oncology and Hematology Insti-
tute in Caracas, Venezuela, one of the country’s referral centers for cases of HIV in-
fection. Slides prepared from buffy coat that had been stained with Wright’s solution
and sealed with resin for preservation were examined retrospectively under the light
microscope.

Results. Ehrlichia spp. were found in the platelets of 12 of the 87 (13.8%) patients
whose slides were examined.

Conclusion. The presence of Ehrlichia sp. in the platelets of HIV-positive patients
suggests that ehrlichiosis should be among the differential diagnoses of opportunistic
infection in this group of patients.

Estoy convencido de que sirviéndole a mi pueblito natal,
le sirvo a la provincia, al departamento y a la patria
misma. Porque si cada abeja pone una gota de miel en
su celdilla, tendremos listo el panal.

[l am convinced that if | serve my native village, | serve
the province, the state, and the entire country. Because if
every bee leaves a drop of honey in its cell, the entire hive
will be ready.]

Luis Tablanca
Poeta colombiano / Colombian poet
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