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Resumen

Las enfermedades transmitidas por vectores en caninos suponen un desafio para el
veterinario debido a la presentacion clinica inespecifica, la presencia de infecciones
subclinicas y la co-infeccidbn de agentes infecciosos. La ehrlichiosis monocitica canina
(EMC) es una enfermedad infecciosa transmitida por la garrapata Rhipicephalus
sanguineus sensu lato con distribucion mundial causada por Ehrlichia canis, que puede
producir una enfermedad severa cuando no es diagnosticada y tratada en forma
temprana. El diagnostico presuntivo de EMC se establece mediante los hallazgos
epidemioldgicos, signos clinicos y alteraciones hematolégicas y bioquimicas compatibles.
La confirmacion de la enfermedad se realiza en forma directa mediante la deteccién del
agente en extendidos sanguineos o su ADN utilizando la reaccién en cadena de la
polimerasa o indirectamente por métodos serologicos demostrando la presencia de
anticuerpos especificos con un titulo minimo de corte o seroconversion.

El objetivo de este estudio fue comparar el método serolégico basado en la
inmunocromatografia y la técnica de PCR para el diagnostico E. canis en caninos
sospechosos de Ciudad Autonoma de Buenos Aires y del sur del Gran Buenos Aires. Se
utilizaron muestras de sangre con anticoagulante EDTA de animales con diagndstico
clinico presuntivo de EMC y de caninos clinicamente sanos. El diagnéstico serolégico se
realiz6 mediante la prueba inmunocromatografica SPEED® EHRLI (BVT, Francia). Para la
deteccién molecular se utilizé una PCR de tamizaje que amplifica un fragmento de 345 pb
del gen que codifica para la subunidad 16S del ARNr de la familia Anaplasmataceae. Las
muestras positivas se procesaron posteriormente mediante una PCR anidada especifica
de E. canis.

En el grupo de caninos clinicamente sanos no se detectdé la presencia de E canis
mediante PCR ni anticuerpos especificos con la prueba inmunocromatografica. En el
grupo donde inicialmente se habia solicitado la serologia (2 y 3) la concordancia entre las
pruebas fue escasa (0,200 95% IC -0.021- 0.421) mientras que en el grupo donde la
prueba inicialmente solicitada fue la técnica de PCR la concordancia entre las pruebas fue
adecuada (kappa: 0,650 95% IC 0.340-0.960). La concordancia entre las pruebas



evaluadas en el total de la poblacion estudiada fue moderada (kappa 0,496, IC 95%
0,311-0,682).

En conclusién, los resultados de nuestro estudio sugieren que la utilizacion de pruebas
serolégicas rapidas inicialmente, junto con la posterior confirmacion mediante PCR

permitiran mejorar el diagnéstico de la EMC.

Introduccion

Etiologia

La ehrlichiosis monocitica canina es una enfermedad bacteriana transmitida por la
garrapata Rhipicephalus sanguineus sensu lato de distribucidn mundial causada por
Ehrlichia canis, un organismo intracelular obligado perteneciente al género Ehrlichia
(familia Anaplasmataceae, orden Rickettsiales). Los organismos de este género son
bacterias gramnegativas, con forma de cocobacilos que miden alrededor de 0,5 um de
diametro, aerobias, se colorean con la tincion de Giemsa y crecen en lineas celulares de
mamiferos. En el hospedador vertebrado, invaden las células sanguineas de la serie
leucocitica (monocitos) y se presentan en el interior del citoplasma en grupos de
organismos llamados morulas (Dumler y col., 2001).

Ademas, los caninos pueden contraer la infeccidon con otras especies del género
como Ehrlichia chaffeensis, que se detecta en el citoplasma de monocitos y Ehrlichia
ewinguil, 1a cual se observa en el citoplasma de leucocitos neutrofilos. Asimismo, dentro la
familia Anaplasmataceae, otros organismos son patégenos para los caninos como
Anaplasma platys, Anaplasma phagocythophilum y Neorickettsia helminthoeca (Dumler y
col., 2001; Nair y col., 2016). La distribuciéon de estos agentes varia considerablemente en
distintas partes del mundo. Asimismo, los caninos infectados muestran una amplia
variedad de signos clinicos o en ocasiones infecciones subclinicas persistentes
dependiendo del agente involucrado. Los aspectos mas importantes de las enfermedades

que producen se resumen en la tabla 1.



Tabla 1: Especies de Ehrlichia y Anaplasma que causan infeccion natural en caninos

Agente Distribucion  Células Vector Hospedadores Reservorios
etiolégico geografica infectadas
(enfermedad)
Ehrlichia canis Mundial Monocitos y Rhipicephalus Canidos Canidos
macréfagos sanguineus,sensu domésticos y
(ehrlichiosis lato silvestres
monocitica Dermacentor
canina) variabilis
(experimental)
E. canis cepa Venezuela Monocitos y Rhipicephalus Humanos y Incierto
Venezuela macrofagos sanguineus sensu  caninos
lato
(ehrlichiosis
venezolana)
Ehrlichia Estados Monocitos, Amblyomma Humanos, Venado de
chaffeensis Unidos macréfagos, americanum, A. caninos, cola blanca,
neutrofilos y testudinarium, D. caprinos, coyotes,
(ehrlichiosis linfocitos variabilis, Ixodes lemures zarigleya,
monocitica ovatus, mapache,
humana y canina) Haemaphysalis raton de
yeni, H. flava, campo
Ixodes
persulcatus
Ehrlichia Africa Endotelio, Amblyomma Bovinos, Ungulados
ruminantum monocitos, hebraeum caprinos, ovinos, silvestres
macréfagos, caninos
(Cowdriosis o neutrdfilos,
Hidropericarditis)
Ehrlichia ewingii Estados Granulocitos ~ Amblyomma. Humanos, Caninos
Unidos americanum caninos
Anaplasma Hemisferio Granulocitos  Ixodes spp. Caninos, felinos, Venado de
phagocytophilum norte humanos, cola blanca,
equinos, ratén
rumiantes silvestre, aves
migratorias,
raton de
campo, ardilla
Anaplasma platys  Mundial Plaguetas Garrapatas, otros Caninos Caninos,
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vectores pequenos
hematéfagos rumiantes

Adaptado de Harrus S, Waner P, Mark Neer T (2012). Ehrlichia and Anaplasma Infections in

Greene. Infectious dieseases of the dog and cat. Fourth edition p 228.

Epidemiologia

Los hospedadores de E. canis incluyen canidos tanto salvajes como domésticos
(Cardoso y col., 2015). Recientemente, se han descripto infecciones con E. canis en
felinos domésticos y un supuesto caso humano por la técnica de PCR en México (Silva y
col., 2010; Hegarty y col., 2015).

La transmisién de E. canis a caninos susceptibles ocurre principalmente por la
picadura de garrapatas R. sanguineus s.l. Las transfusiones de sangre infectada con E.
canis pueden también transmitir la enfermedad (Bremer y col., 2005). Algunos autores
han sugerido la via transplacentaria como otra forma de transmisién, sin embargo en un
estudio reciente, ninguno de los cachorros analizados fue positivo, aun cuando sus
madres presentaron infeccidon activa y altos titulos anticuerpos (de Almeida y col., 2010;
Taques y col., 2016).

El modo de transmision en la garrapata es transestadial, donde la infeccion se
transmite a los siguientes estadios, pero no a la siguiente generacion (forma
transovarica). Las garrapatas adquieren la infeccion como larvas o ninfas al alimentarse
de caninos infectados con E. canis y pueden transmitir la infeccibn a animales
susceptibles hasta por 155 dias.

Rhipicephalus sanguineus s. |. es un complejo de especies con distribucién mundial e
importancia sanitaria animal y humana, dado que transmite numerosos agentes
patdgenos (Otranto y col., 2009). En América, se han identificado al menos dos linajes de
R. sanguineus s.l.: tropical y templado, con diferente competencia vectorial para la
transmision de E. canis (en forma experimental) (Moraes Filho y col., 2015). El linaje
tropical tiene distribucion en areas tropicales del norte de Argentina hasta el sur de EEUU
y se encuentra relacionado con R. sanguineus presentes en Africa. Por otra parte, el linaje
templado esta asociado a climas templados y frios del resto de Argentina, Chile, Uruguay
y Norteamérica, y se encuentra relacionado con R. sanguineus de Europa occidental

(Moraes Filho y col., 2015; Nava y col.,, 2012). En Argentina, especimenes de R.
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sanguineus del linaje tropical se han encontrado naturalmente infectadas con E. canis en
Formosa mientras que en especimenes de R. sanguineus del linaje templado de Salta,
Corrientes, Chaco, Misiones y Ciudad Autonoma de Buenos Aires no fue hallada (Cicuttin
y col., 2015; Oscherov y col., 2011).

Situacién en el cono sur de Sudamérica

La prevalencia de EMC en el cono sur de Sudamérica varia ampliamente de
acuerdo a la presencia de animales infectados que actuen como fuente de infeccion asi
como de la existencia de vectores competentes que puedan transmitir con éxito la misma.
Asimismo, factores como la poblacion de caninos estudiada y el método diagndstico
utilizado influyen en el valor de esta medida de frecuencia (Harrus y col., 1998; Vieira y
col., 2011).

En Brasil, E. canis ha sido detectada en la mayoria de las regiones investigadas,
con la excepcion del estado de Rio Grande do Sul (Moraes-Filho y col., 2015). En ltubera
(Bahia), Guedes y col., (2015) obtuvieron una seroprevalencia con la técnica de
inmunofluorescencia indirecta (IFl) del 32,7 % sobre un total de 379 caninos sanos.
Mientras que da Costa y col. (2015) en el estado de Maranh&o obtuvieron una prevalencia
de 14, 6% (47/322) y 2,8 % (9/322) en caninos de regiones urbanas y rurales con la
técnica de IFI y PCR anidada respectivamente. Por el contrario, Lasta y col., (2013) en
Porto Alegre obtuvieron resultados negativos mediante serologia y PCR para E. canis
luego de estudiar 196 caninos sin signologia clinica.

En Chile, la ehrlichiosis canina se reportd por primera vez en Puente Alto en el ano
1999; siendo inicialmente atribuida a E. canis por estudios serolégicos (Lopez y col.,
1999). Posteriormente se reporté un caso confirmado por técnicas moleculares, ocurrido
en un perro de la ciudad de Arica (Lopez y col., 2012). Mientras que en la Regién
Metropolitana de este pais, estudios moleculares posteriores realizados en caninos
sintomaticos demostraron la presencia de A. platys, sin encontrarse infecciones por E.
canis (Abarca y col., 2007).

En Uruguay, hasta la fecha no se han reportado datos sobre la EMC en muestras
de caninos sospechosos; ademas, Venzal y col. (2007) en un estudio realizado a partir del
vector no detectaron la presencia de ADN de E. canis en ninguna de las garrapatas R.

sanguineus s.|. estudiadas.



En Bolivia, un estudio llevado a cabo en el Parque Nacional Noél Kempff Mercado,
demostré que un 86 % de caninos de un total de 22 mostraron anticuerpos para E. canis
mediante la técnica de IFl. Sin embargo, los autores no descartan la posibilidad de
resultados falsos positivos debido a reacciones cruzadas con otros agentes del mismo
género (Bronson y col., 2008).

En Argentina, pocos estudios han confirmado la presencia de este agente. En
orden cronoldgico, Oscherov y col. (2011) en la provincia de Corrientes demostraron la
presencia de A. platys, pero no E. canis luego de estudiar garrapatas R. sanguineus s.l.
Eiras y col. (2013) analizaron por PCR muestras de caninos enviadas para analisis
hematoldgicos y seleccionadas de acuerdo a la presencia de estructuras compatibles con
morulas, presencia de monocitos activados y recuento de plaquetas. De un total de 86
muestras analizadas 24 fueron positivas para familia Anaplasmateceae, aunque solo 6 de
24 muestras fueron positivas para E. canis confirmadas posteriormente por
secuenciacion.

En la Ciudad Auténoma de Buenos Aires (CABA), Cicuttin y col. (2014a) hallaron
13.8% de positivos por PCR a A. platys en muestras sanguineas de caninos clinicamente
sanos, pero todos los caninos y garrapatas R. sanguineus s.l. analizadas resultaron
negativos para E. canis. De igual manera, un estudio llevado a cabo en Bahia Blanca
demostré la presencia de A platys en el 37,5% de las muestras caninas de caninos
clinicamente sanos, no siendo detectada E. canis ni en caninos ni en garrapatas R.
sanguineus s.l. (Cicuttin y col., 2014b).

En 2015, Cicuttin y col. (2015) confirmaron la presencia de E. canis en tres adultos
del grupo R. sanguineus pertenecientes al linaje tropical colectados en la provincia de
Formosa. Mientras que en la provincia de Salta dos ninfas fueron positivas para A. platys.
En todas las muestras de garrapatas estudiadas pertenecientes al linaje templado se
obtuvieron resultados negativos para la deteccion de E. canis.

Recientemente, un estudio llevado a cabo en garrapatas y muestras sanguineas de
caninos positivos a Hepatozoon sp. revelod la presencia de A. platys, pero no E. canis en
Mendoza (Cicuttin, comunicaciéon personal). Finalmente, en muestras de caninos con
sintomatologia compatible con EMC del Area Metropolitana de Buenos Aires (CABA y
municipios del Gran Buenos Aires) se detecté una prevalencia con la técnica de PCR de
13,4 % positivos para la familia Anaplasmataceae, siendo el 6,7 % positivos a E. canis

(Cicuttin y col., 2016). Mientras que, en las provincias de Cérdoba y Santa Fe, Mascarelli
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y col. (2017) evaluaron 70 caninos clinicamente sanos y demostraron la presencia de
ADN de A. platys en 11 animales (15,7%) pero no de E. canis.

Por otra parte, los estudios seroldgicos publicados en nuestro pais son mas
escasos. Mediante la técnica serologica Speed-Ehrli se encontré que el 46.6% de los
caninos con signologia compatible fueron positivos para E. canis en un estudio llevado a

cabo en la provincia de Mendoza (Mera y Sierra y Neira, 2014).

Patogenia

La EMC incluye un periodo de incubacion de 8 a 20 dias, seguido de una fase
aguda, subclinica y a veces cronica. Durante la fase aguda, E. canis ingresa al torrente
sanguineo y linfatico, y se localiza en los macréfagos del sistema reticulo-endotelial del
bazo, higado y ganglios linfaticos, donde se replica por fisidon binaria. Desde alli, las
células mononucleares infectadas, diseminan al microorganismo hacia otros 6rganos del

cuerpo (Harrus y col., 2012).

Signos clinicos

La EMC constituye un desorden multisistémico que puede presentarse en forma
clinica o subclinica. A su vez, la enfermedad clinica puede cursar en forma aguda o
cronica y manifestarse con una amplia variedad de signos clinicos dependiendo de
diversos factores tales como virulencia de la cepa de E. canis, infecciones concomitantes
con otras enfermedades transmitidas por vectores, raza y estado inmunitario del animal
(Klag y col., 1991; Unvera y col., 2009; Rotondano y col., 2015). No hay predileccién
sexual ni de edad y todas las razas pueden ser infectadas, aunque el Ovejero Aleman
parece ser el mas predispuesto a desarrollar EMC clinica (Harrus y col., 2012; Neer y col.,
2002).

La fase aguda de la EMC se extiende 1-2 semanas y los signos clinicos pueden
ser leves y no especificos, aunque en algunos casos pueden ser severos y comprometer
la vida del paciente. Los signos clinicos mas frecuentes en esta etapa incluyen depresion,
letargia, anorexia, fiebre, disnea, secrecion oculo-nasal, pérdida de peso y tendencia a la
aparicion de hemorragias como epistaxis, petequias y equimosis. El examen clinico puede
revelar la presencia de linfoadenomegalia y esplenomegalia. Asimismo, otros signos
clinicos que se asocian a EMC son uveitis anterior, opacidad corneal, hipema, ceguera,

convulsiones, ataxia, hiperestesia, tremores, disfuncién vestibular y cerebelar (Harrus y



col.,, 2012; Leiva y col., 2005; Neer y col., 2002.). Mientras que, las anormalidades de
laboratorio que caracterizan a esta etapa son trombocitopenia, leucopenia, linfocitosis
granular, anemia e hipergamaglobulinemia (Baneth y col., 2009; Moonarmart y col., 2014;
Weiser y col., 1991).

Posterior al periodo agudo, los animales que no reciben tratamiento o aquellos
tratados en forma inapropiada pueden ingresar en una fase subclinica, la cual se extiende
por meses o afos (Harrus y col., 2012). Es importante remarcar que en esta etapa los
caninos no presentan signos clinicos pero continian como portadores del microorganismo
y por lo tanto, constituyen una fuente de infeccién (Harrus y col., 1998). A pesar de que
los animales pueden encontrarse clinicamente normales en esta fase, desde el laboratorio
puede evidenciarse recuento de plaquetas por debajo de los valores de referencia para la
especie, hiperglobulinemia, linfocitosis absoluta y neutropenia absoluta (Codner & Farris-
Smith, 1986).

Por razones aun no establecidas algunos animales ingresan en la fase cronica de
la enfermedad donde los signos clinicos mas frecuentes son debilidad, depresion,
anorexia, pérdida cronica de peso, palidez de mucosas, fiebre, edema periférico,
tendencias hemorragicas, infecciones secundarias, neumonia intersticial, falla renal y
artritis, llegando a la muerte del animal. Mientras que los hallazgos de laboratorios se
caracterizan por la reduccion en la produccion de todas las lineas celulares en la médula

Osea y pancitopenia (Harrus y col., 2012; Neer y col., 2002).

Diagnéstico

La importancia de un diagnéstico certero y precoz es necesaria para un
tratamiento apropiado en la fase aguda de la enfermedad. Por el contrario, es posible que
los caninos no tratados o aquellos tratados en forma inapropiada ingresen en la fase
crénica donde el pronéstico para una recuperacion satisfactoria es desfavorable (Neer y
col., 2002).

El diagndstico de EMC se establece en forma presuntiva cuando los hallazgos
epidemiolégicos (residencia o viaje a dreas endémicas, exposicion previa a garrapatas),
signos clinicos y alteraciones hematoldgicas y bioquimicas compatibles estan presentes.
Mientras que la confirmacién de la enfermedad se realiza en forma directa mediante la
deteccién del agente o su ADN o bien indirectamente demostrando la respuesta inmune

generada posterior a la exposicion al microorganismo (Harrus & Waner 2011).
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e Observacion de morulas en extendidos sanguineos

Los analisis clinicos son de utilidad debido a que contribuyen a conocer el estado
del paciente determinando la presencia de anemia, trombocitopenia, leucopenia o
linfocitosis granular. Asimismo, permiten observar las inclusiones o moérulas dentro del
citoplasma de monocitos en extendidos de sangre periférica. Sin embargo el diagndstico
basado en este método presenta baja sensibilidad debido a que pocas células se
encuentran infectadas y las probabilidades de observarlas son menores especialmente en
etapas subclinicas o crénicas de la enfermedad cuando la bacteriemia declina. Ramos vy
col. (2009) obtuvieron una proporcién significativamente mayor de resultados falsos
negativos mediante la observacion de morulas en el frotis sanguineo cuando lo
compararon con una técnica de PCR anidada tanto para E. canis como A. platys. No
obstante, otros autores (Hoyos y col., 2007) demostraron un grado de concordancia de
84.7 £ 11.0% al evaluar 97 caninos (77 con signos clinicos compatibles con EMC y 20
aparentemente normales) mediante el examen hematolégico y una prueba de ELISA
(Snap 3DX de Laboratorios ®IDEXX). En este estudio, consideraron como positivos las
muestras de caninos con signologia compatible y que al examen hematoldgico
presentaran trombocitopenia, asociada con anemia o leucopenia y la presencia de
inclusiones intracitoplasmaticas en leucocitos, compatibles con bacterias del género
Ehrlichia. En otros trabajos se determind la sensibilidad y especificidad del frotis
sanguineo tomando como referencia la técnica de PCR y se obtuvieron valores de 70,1%
y 51,0% respectivamente (Romero Perez y col., 2010).

Ademas las morulas dentro de los monocitos no permiten determinar en forma
precisa que sea una infeccion con E. canis y pueden ser confundidas con otros tipos de
células sanguineas como plaquetas o bien, inclusiones celulares tales como granulos
azurofilos de linfocitos, cuerpos linfoglandulares y material nuclear fagocitado. La citologia
de aspirados de médula 6sea, bazo, ganglio linfatico o la tincion de extendidos de capa
flogistica pueden aumentar la sensibilidad de esta técnica (Igbal y col., 1994; Mylonakis y
col., 2003).

e Deteccién del ADN
La deteccion de E. canis mediante la técnica de PCR constituye una herramienta

sensible y especifica para la confirmacion de casos sospechosos de EMC. Hasta el
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momento se han publicado numerosos ensayos basados en la amplificacion de diferentes
genes (16S ARNr, p28, p30, dsb, VirB9; groESL) que permiten detectar la familia, género o
especie aplicando protocolos de PCR convencional o en tiempo real (Stich y col., 2002;
Labruna y col., 2007; Baneth y col., 2009; Cicuttin y col., 2016). La principal ventaja de
esta técnica es que permite confirmar infeccion reciente en una sola muestra del paciente
en general antes de que los pacientes muestren seroconversion (Harrus & Waner, 2011;
Maggi y col., 2014). Otros beneficios de esta técnica consisten en la capacidad de poder
determinar la co-infeccién de patégenos transmitidos por el mismo vector o que causen
enfermedad clinica similar al emplear ensayos de PCR multiple (Kledmanee y col., 2009;
Peleg y col 2010; Han y col., 2015) y la posibilidad de cuantificar la carga bacteriana en
distintos tipos de muestras al emplear ensayos de PCR en tiempo real (Baneth y col.,
2009). Asimismo, la utilizacién de la PCR y posterior secuenciacion de los productos
amplificados permite la identificacion precisa de la especie o cepa actuante (Cicuttin y
col., 2016). Ademas, algunos autores han demostrado que la realizacion de esta técnica a
partir de aspirados de bazo fue mas sensible para evaluar la persistencia del agente luego
del tratamiento que cuando la misma se realizd6 a partir de sangre entera periférica
(Harrus y col., 2004).

¢ Inmunofluorescencia indirecta:

El ensayo de inmunofluorescencia indirecta (IFl) constituye el método gold
standard para el diagnéstico de EMC. Como ventajas presenta que es una prueba muy
sensible debido a que detecta anticuerpos desde los siete dias post-infeccién y ademas
es cuantitativa porque determina el titulo de anticuerpos del paciente (Igbal y col., 1994).
Sin embargo, algunos animales no se convierten en seropositivos hasta los 28 dias post-
infeccién; por lo tanto, en pacientes con signologia muy sugestiva de EMC y un primer
resultado positivo con esta técnica se recomienda repetir la prueba en 2-3 semanas (Neer
y col., 2002).

Por otra parte, para confirmar una infeccion activa mediante la IFl es necesario evaluar
muestras del paciente en el periodo agudo y convaleciente para evidenciar
seroconversion (diferencia de 4 veces en el titulo de anticuerpos) debido a que el nivel de
anticuerpos puede persistir por periodos variables incluso cuando el microorganismo ha
sido eliminado con el tratamiento. Por lo tanto, en la interpretacién de este tipo de pruebas

se debe tener presente que una serologia positiva implica contacto con el agente,
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mientras que la evidencia de seroconversion confirma una infeccién actual (Cetinkaya y
col., 2016; Harrus y col., 1998).

Asimismo, se ha mencionado que la IFI puede dar resultados falsos positivos debido a la
existencia de reacciones cruzadas con antigenos de agentes relacionados, especialmente
aquellas especies que se encuentran en el mismo género como E. chaffeensis, E. ewingii,
E. muris y E. ruminatum, y del género Anaplasma (Breitschwerdt y col., 1998; Dumler y
col., 2001; Mc Bride y col., 2001).

¢ Pruebas serologicas rapidas:

Existe una amplia variedad de pruebas seroldgicas rapidas para el diagndéstico de
EMC como: rMAP2 ELISA, InDx Canine Multitest Dip-S-Ticks (PanBio, InDx), Snap
Combo, Snap3Dx (IDEXX Laboratorios), Snap 4Dx (IDEXX Laboratorios), Speed Ehrli
(BVT). Bélanger y col., (2002) en un estudio en el que comparaban 4 métodos rapidos de
diagndstico con la técnica de IFI demostraron que el ELISA indirecto rMAP2 constituye el
método diagndstico de eleccién en areas con alta prevalencia de la enfermedad o ante la
aparicion de brotes debido a su alta sensibilidad (96,2%), especificidad (97,7 %) y
exactitud (97%). Por su parte, el kit InDx Canine Multitest Dip-S-Ticks (PanBio, InDx)
demostro los valores mas altos de sensibilidad, teniendo ademas como ventaja que
constituye un método semicuantitativo. Sin embargo, la especificidad fue menor con
respecto a los otros métodos utilizados (61,4 %) y los titulos no siempre se
correspondieron a aquellos obtenidos con la prueba de IFI. Con respecto a las pruebas de
Snap Combo y Snap3Dx los valores de sensibilidad obtenidos fueron menores que las
pruebas antes mencionadas pero con buenos resultados de especificidad haciéndolas de
eleccion en areas de baja prevalencia (Bélanger y col., 2002).

En un trabajo realizado por Martin (2004) en cual compararon tres métodos
rapidos de diagndstico (Speed®EHRLI, WITNESS®Ehrlichia, SNAP®COMBO Canine
Diro/Ehrli), el kit Speed-Ehrli demostré los valores mas altos de sensibilidad (86,5 %)
siendo la especificidad menor que los otros kits utilizados (95%), siempre en comparacion

con la técnica gold standard.

Tratamiento y profilaxis
El tratamiento de la EMC consiste en la administracion de antibiéticos que logren

eliminar el estado de portador de los caninos infectados. La instauracion de un tratamiento
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adecuado en la fase aguda de la enfermedad incrementa las probabilidades de una
respuesta favorable al mismo. Los antibidticos de eleccion incluyen doxiciclina (5 mg/kg
cada 12 h o 10 mg/kg cada 24 h) y minoxiclina (10 mg/kg cada 12 h) ambos administrados
durante 4 semanas (Eddlestone y col., 2007). Otros farmacos como el dipropionato de
imidocarb han sido utilizados en el tratamiento de EMC; sin embargo, Eddlestone y col.
(2006) demostraron que la administracion de dos dosis del mencionado farmaco
administradas en caninos experimentalmente inoculados con E. canis no lograron
eliminar la infeccion, con lo cual su uso no es aconsejado.

Asimismo, en animales con formas mas severas de la enfermedad debe
instaurarse tratamiento de sostén basado en fluidoterapia, transfusiones sanguineas y
administracion de corticoides por periodos cortos (Harrus y col., 2012).

Hasta el momento no hay vacunas disponibles para la prevenciéon de la EMC, y por
lo tanto, el control del vector y la quimioprofilaxis son las medidas mas adecuadas (Harrus
y col., 2012).

Objetivos

Objetivo general
Comparar el método serolégico basado en la inmunocromatografia y la técnica de PCR
para el diagndstico E. canis en caninos sospechosos de Ciudad Auténoma de Buenos

Aires y del sur del Gran Buenos Aires en el periodo 2014-2016.

Objetivos especificos

1) Realizar la técnica seroldgica inmunocromatografica a partir de muestras de caninos
con diagndstico presuntivo de EMC para las cuales el diagndstico solicitado inicialmente
fue la técnica de PCR.

2) Realizar la técnica de PCR a partir de muestras de caninos con diagnéstico presuntivo
de EMC para las cuales el diagnéstico solicitado inicialmente fue la técnica de
inmunocromatografia.

3) Realizar la técnica de inmunocromatografia y de PCR en un grupo de caninos sin

diagndstico presuntivo de enfermedad clinica.
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4) Comparar los resultados obtenidos con ambas técnicas en los distintos grupos de

estudio.

Hipotesis
En caninos con sospecha de EMC deben realizarse estudios serologicos junto con la

técnica de PCR para un adecuado diagndstico.

Metodologia

Muestreo

Se utilizaron muestras de sangre entera con anticoagulante EDTA recibidas para
diagndstico de EMC gentilmente proporcionadas por dos centros de diagnéstico, uno en el
cual se realiza la técnica seroldgica (Laboratorio Diagnéstico Veterinario Sur, Quilmes) y
el otro la técnica de PCR (Instituto de Zoonosis Luis Pasteur, I1ZLP, CABA). Se
seleccionaron sélo los animales con diagnéstico clinico presuntivo de EMC procedentes
de Ciudad Auténoma de Buenos Aires (CABA) y del sur del Gran Buenos Aires. En todos
los casos las muestras fueron conservadas a -20°C hasta su procesamiento definitivo.
Ademas se incluyeron muestras de sangre entera con EDTA de caninos expuestos de las
areas involucradas en el estudio clinicamente sanos derivados al IZLP para esterilizacion
quirurgica con el fin de establecer los antecedentes de exposicion o infeccién en la
poblacion objetivo en este estudio (Grupo 1).

Las muestras obtenidas de pacientes con sospecha de la enfermedad fueron divididas en
grupos teniendo en cuenta el resultado previo de la serologia y de la técnica de PCR.
Grupo 2: caninos de las areas involucradas en el estudio, con diagnéstico presuntivo de la
enfermedad, en los que se habia solicitado la realizacién de la técnica seroldgica y su
resultado fue negativo.

Grupo 3: caninos de las areas involucradas en el estudio, con diagnéstico presuntivo de la
enfermedad, en los que se habia solicitado la realizacién de la técnica seroldgica y su

resultado fue positivo.
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Grupo 4: caninos de las areas involucradas en el estudio, con diagndstico presuntivo de la
enfermedad, en los que se habia solicitado la realizacion de la técnica de PCR y su
resultado fue negativo.

Grupo 5: caninos de las areas involucradas en el estudio, con diagndstico presuntivo de la
enfermedad, en los que se habia solicitado la realizacién de la técnica de PCR, y su
resultado fue positivo a E. canis.

El numero de muestras incluidas en cada grupo fue de 20.

Diagnéstico serologico

El diagnostico serologico se realizé mediante la prueba inmunocromatografica (IC)
SPEED® EHRLI (BVT, Francia). Este kit comercial se basa en la deteccién de anticuerpos
anti-E. canis utilizando una membrana inmunocromatografica (Figura 1). El valor de corte
a partir del cual la prueba detecta anticuerpos especificos no es especificado por el
fabricante. La sensibilidad y especificidad de la prueba es del 87 % y 95 %
respectivamente (Martin, 2004).

Las muestras se procesaron siguiendo las instrucciones indicadas por el fabricante.
Brevemente, se afiadié una gota de muestra de sangre entera con anticoagulante EDTA
con pipeta desechable en posicion vertical en el pocillo de la muestra. Inmediatamente
después se afiadieron en el mismo sitio 5 gotas del reactivo buffer proporcionado en el kit.
La lectura se realizé a los 15 minutos y se consider6 como resultado positivo la aparicién
de dos bandas diferentes de color rosa en la ventana de lectura (banda fest + banda
control) mientras que un resultado negativo reveld la aparicién de una sola banda de color
rosa (banda control).

Este método fue utilizado para la deteccidon de anticuerpos anti-Ehrlichia canis en las 60

muestras correspondientes al grupo 1, grupo 4 y grupo 5.
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Figura 1: Prueba inmunocromatografica SPEED® EHRLI

Diagnéstico molecular

El ADN fue extraido de las muestras de sangre con anticoagulante EDTA utilizando el kit
High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche, Mannheim, Germany) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se realiz6 una PCR de tamizaje que utiliza los cebadores
EHR16S-D y EHR16S-R (tabla 2) para amplificar un fragmento de 345 pb del gen que
codifica para la subunidad 16S del ARNr de la Flia. Anaplasmataceae disefada por Parola
y col. 2000. La sensibilidad de la prueba es de 1000 bacterias por reaccién. La PCR fue
realizada en 25 pl de volumen de reaccién con 12,5 pmol de cada cebador. La
amplificacion fue realizada con el siguiente programa de ciclado: desnaturalizacion inicial
a 95°C por 5 minutos, 34 ciclos de desnaturalizacion (95°C por 30 segundos), annealing
(55°C por 30 segundos) y extensién (72°C por 90 segundos) seguidos de una extensién
final a 72°C por 5 minutos. Los fragmentos de PCR fueron visualizados en un gel de
agarosa al 1% en Tris-EDTA Borato tefiidos con bromuro de etidio. En cada reaccion de
PCR se incluyé un control enddégeno para amplificar una region de 289 pb del exdn Il del
gen de beta-actina (IDT, Biodynamics) con el fin de evaluar la presencia de inhibidores.
Como control positivo se utilizd Anaplasma centrale y como control negativo se usé agua
libre de nucleasas.

Para la determinacion del patégeno implicado en las muestras positivas se utilizé una
PCR anidada para un fragmento del ARNr 16S disefada por Breitschwerdt y col. (1998)
para el diagnostico rutinario de EMC vy otras ehrlichiosis caninas, dado que los cebadores
disefiados son especificos de cada especie de Ehrlichia implicada en enfermedad en
caninos. Los cebadores usados para E. canis se detallan en la tabla 2. La PCR fue

realizada en 25 ul de volumen de reaccion con 0,1 pmol de cebadores EHR-OUT1 y EHR-
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OUT2 en el primer round y 25 pmol de cebadores HE3-R y E. canis en el segundo. El
primer round de amplificacién consistié de 20 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 45
segundos y una etapa de annealing y extension a 72°C por 1,5 minutos. El segundo round
de amplificacion fue de 50 ciclos de desnaturalizacion a 94°C por 45 segundos, annealing
a 55°C por 45 segundos y extension a 72°C por 1 minuto, seguidos de una extension final
a 72°C por 5 minutos. Los fragmentos de PCR fueron visualizados en un gel de agarosa
al 1% en Tris-EDTA Borato tefiidos con bromuro de etidio (Breitschwerdt y col., 1998).
Complementariamente se realiz6 una PCR anidada especifica de A. platys, utilizando los
cebadores externos EHR-OUT1 y EHR-OUTZ2, y cebadores internos E. platys y Ehrl3-IP2
que amplifican un fragmento de 151 pb del ARNr 16S. Las condiciones de ciclado fueron
las mismas a las descritas para la PCR anidada especifica de E. canis (Kordick y col.,
1999).

Tabla 2: Secuencia de cebadores utilizados en este estudio

Cebador Secuencia (5°3") Referencia

es
Flia. EHR16S GGTACCYACAGAAGAAGTCC Parola y
Anaplasmatac -D col., 2000
eae

EHR16S TAGCACTCATCGTTTACAGC

-R
Cebadores EHR- CTGGCGGCAAGCYTAACACATGCCAACATC  Breitschwe
externos Flia. OUT1 TCACGAC rdty col.,
Anaplasmatac 1998
eae EHR- GCTCGTTGCGGGACTTAACCCAACATCTCA

ouT2 CGAC
Cebadores HE3-R CTTCTATAGGTACCGTCATTATCTTCCCTAT  Breitschwe
internos para rdty col.,
E. canis 1998

E. canis CAATTATTTATAGCCTCTGGCTATAGGAA
Cebadores E. platys GAT TTTTGTCGTAGCTTGCTA Kordick y
internos para Ehrl3- TCATCTAATAGCGATAAATC col., 1999
A. platys P2

Este técnica diagndstica fue utilizada para la deteccion de E. canis en las 60 muestras

correspondientes al grupo 1, grupo 2 y grupo 3.
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Andlisis estadistico

Los datos obtenidos fueron codificados e ingresados a una base de datos en Microsoft
Access para su correspondiente procesamiento, analisis e interpretaciéon de los
resultados.

El analisis estadistico se realizd utilizando Epi Info 7.1.2.0 (Centers for Disease Control
and Prevention, Atlanta, EEUU) y WinEpi (Facultad de Veterinaria, Universidad de
Zaragoza). La concordancia entre los resultados obtenidos con la técnica serolégica y
PCR fue evaluada mediante el célculo del indice Kappa.

De acuerdo a los siguientes valores de Kappa la concordancia entre las pruebas se
clasificé en: 0 - 0,40: escasa; 0,41-0,60: moderada; 0.61-0.80: adecuada; 0.81-1: perfecta
(Landis & Koch, 1977)

Resultados

Los resultados obtenidos con la IC y con la técnica de PCR correspondientes al total de la
poblacion evaluada en este estudio se muestran en la tabla 3. Las muestras positivas a la
PCR de tamizaje y la determinacion posterior del patégeno implicado mediante la PCR
anidada especifica de E. canis y A. platys se muestran en la figura 2, 3 y 4. El control
endogeno que amplifica el fragmento de 289 pb del gen de beta-actina utilizado en la PCR

de tamizaje fue positivo en todas las reacciones de PCR (Figura 2).

Tabla 3: Resultados de las técnicas de PCR y de Inmunocromatografia en el total de la poblacién

canina expresado en porcentaje.

Grupos N° IC positivo (%) PCR positivo Concordancia

de animales (%) entre positivos
(%)

1 20 0(0%) 0(0%) -

2 20 0 (0) 1(5%) 0/1 (0)

3 20 20(100%) 5(25%) 5/20 (25)

4 20 4(20%) 0(0%) 0/4 (0)

5 20 17(85%) 20(100%) 17/20 (85)
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Figura 2: Gel de agarosa de la PCR de tamizaje que amplifica un fragmento de 345 pb del gen que
codifica para la subunidad ribosomal16S ARNr de familia la Anaplasmataceae.

Calle 1: control negativo de PCR. Calle 2: control negativo de extraccion de ADN. Calle 3-7 y 11-
15: muestras clinicas negativas. Calle 10 y 16: muestras clinicas positivas. Calle 8: control positivo
de PCR. Calle 9: Marcador de peso molecular de ADN, 100pb. Flecha azul: banda correspondiente

al control endégeno de beta-actina.

Figura 3: Gel de agarosa de la PCR anidada especifica de E. canis que amplifica un fragmento de
389 pb del ARNr 16S. Calle 1: control positivo de PCR. Calle 2: Marcador de peso molecular de

ADN, 100bp. Calle 3: control negativo de la PCR. Calle 4-9 muestras clinicas positivas.

Figura 4: Gel de agarosa de la PCR anidada especifica de A. platys que amplifica un fragmento de
151 pb. Calle 1: Marcador de peso molecular de ADN, 100bp. Calle 2-6 y 8: muestras clinicas
negativas. Calle 7: muestra clinica positiva. Calle 9: control positivo de PCR. Calle 10: control

negativo de la PCR.
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.La concordancia entre la técnica seroldgica de IC y la técnica de PCR en el total de la
poblacion estudiada fue moderada (valor de kappa: 0,496 95% IC 0.311-0,682).

Las 20 muestras de caninos clinicamente sanos (grupo 1) fueron negativas tanto para la
deteccion de anticuerpos por la IC como para la detecciéon de ADN por la técnica de PCR
de tamizaje.

En el grupo 2 y 3 (pacientes con diagnostico presuntivo de EMC para las cuales la prueba
realizada inicialmente fue la IC y luego se realiz6 la PCR) la concordancia entre las
pruebas fue escasa (valor de indice kappa: 0,200 95% IC -0.021- 0.421). En el grupo 2 se
obtuvo un resultado positivo por PCR especifica a E. canis; mientras que otro canino fue
positivo a A. platys.

En el grupo 4 y 5 (pacientes con diagnéstico presuntivo de EMC para las cuales la prueba
inicialmente solicitada fue la técnica de PCR y luego se realizé la técnica seroldgica de IC)
la concordancia entre las pruebas fue adecuada (valor de indice kappa: 0,650 95% IC
0.340-0.960).

Discusién y conclusiones

En los ultimos afios, las enfermedades transmitidas por vectores en caninos han
ganado importancia debido a que varias de ellas son reconocidas como potenciales
zoonosis y los agentes que las causan se han convertido en patégenos emergentes tanto
en humanos como en animales (Silva y col 2014; Nicholson y col., 2010; Tami & Tami
2004). Particularmente en el caso de la EMC ha aumentado la demanda diagndstica por
parte de los veterinarios clinicos. La presentacion clinica inespecifica y la superposicion
de signos clinicos con otras enfermedades infecciosas ha incrementado la sospecha
clinica hacia la EMC. La presencia de otros patégenos transmitidos por garrapatas (tales
como Hepatozoon spp. o Babesia spp.) debe ser considerada junto con la posible
infeccion con E. canis (Gal y col., 2010).

En la EMC se debe tener presente que no existe un unico método para arribar al
diagnéstico definitivo de la enfermedad y que numerosos factores deben tenerse en
cuenta en la interpretacion de los resultados obtenidos con los ensayos elegidos. Como
en toda enfermedad infecciosa existe una triada en la que el agente (comportamiento
biolégico, factores de virulencia, presencia de vectores competentes), el medio ambiente

(condiciones favorables para la sobrevida del vector, presencia de reservorios) y el
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hospedador (variacién en la respuesta inmune, co-infecciébn con otros patégenos)
interactuan y en ultima instancia determinan el curso de la infeccién (Waner y col., 2001;
Otranto y col., 2009). Asimismo, el momento de recoleccion de muestras, la sensibilidad y
especificidad diagnéstica de la prueba utilizada influyen de manera directa en la
interpretacion final (Otranto y col., 2009; Harrus y col., 2012).

En nuestro pais las técnicas de PCR, y de IC han sido utilizadas para el estudio de
EMC demostrando su utilidad en la deteccién de ADN o anticuerpos (Eiras y col., 2013;
Mera y Sierra y Neira, 2014; Cicuttin y col., 2016). No obstante, la comparacion entre
estas pruebas directas e indirectas a partir de muestras de caninos naturalmente
infectados proporciona informacion valiosa para el diagnéstico de la EMC en la practica
clinica.

La concordancia observada al evaluar las pruebas de PCR y de IC utilizadas en
este estudio en el total de la poblacién canina presentd un valor moderado, al igual que lo
reportado por otros autores (Maggi y col., 2014).

Todos los caninos incluidos en el grupo 1 (expuestos, sin signologia de EMC)
fueron negativos tanto por la técnica de PCR como por la IC. Estos hallazgos coinciden
con reportes previos de otros autores en CABA y Gran Bs. As., como también en las
provincias de Cordoba y Santa fe (Cicuttin y col., 2015; Mascarelli y col., 2016) en los
cuales no se detect6 ADN de E. canis en muestras obtenidas de caninos clinicamente
sanos. No obstante, estudios llevados a cabo en CABA y Bahia Blanca reportaron valores
de prevalencia del 13,5 al 37,5% para A. platys (Cicuttin y col., 2011; Cicuttin y col.,
2014a; Cicuttin y col., 2014b). Estas diferencias en la prevalencia de este ultimo patégeno
probablemente se deban, entre otros factores, al area de la cual se extrajeron las
muestras, al momento del afio en el que se realizé el estudio y al numero de animales
muestreados.

Con respecto al grupo de animales para los cuales el clinico veterinario solicité en
primera instancia la prueba seroldgica (grupos 2 y 3) observamos baja concordancia entre
los métodos evaluados. El hallazgo de un canino positivo por PCR y negativo por IC
podria reflejar el comienzo de la enfermedad con presencia de bacteriemia y ausencia de
anticuerpos detectables (Igbal y col., 1994). Cabe destacar que la utilizacién de la PCR de
tamizaje (combinada con la PCR anidada especifica) en este grupo de muestras permitié
detectar también la infeccion con A. platys en un paciente en el cual la serologia habia

sido negativa. Por otro lado, sélo 5 caninos del grupo 3 fueron positivos también por PCR,
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lo cual puede ser debido a varios factores. En primer lugar, podria tratarse de resultados
falsos positivos de la IC en animales que mantienen titulos de anticuerpos detectables
posterior a la recuperacion de la infeccion o que han estado expuestos al agente (Igbal y
col.,, 1994; Wen y col., 1997; Centikaya y col., 2016; Harrus y col., 1998). Se debe
considerar ademas que existen reacciones cruzadas entre E. canis y otras cepas de
Ehrlichia (que circulan en garrapatas de nuestro pais), asi como en menor medida con A.
platys (Dumlar y col., 2001; Harrus y col., 2012; Cicuttin y col., 2017). En segundo lugar, el
envio de muestras de pacientes que han recibido tratamiento con antibiéticos (lo cual no
es discriminado en el protocolo de envio de muestras) disminuye o elimina la cantidad de
microorganismos circulantes en sangre ocasionando resultados falsos negativos por la
técnica de PCR. Asimismo, algunos autores han mencionado que la persistencia de E.
canis en médula 6sea o bazo (fase cronica de la EMC) con bajos niveles de
microorganismos en sangre periférica podria resultar en concentraciones de ADN por
debajo del limite de deteccion de la PCR (Otranto et al., 2010; Harrus y col., 2012).
Finalmente, la presencia de inhibidores de la enzima polimerasa en las muestras de
sangre entera puede afectar la amplificacién y eficiencia de la técnica de PCR,
ocasionando resultados falsos negativos (Harrus y col., 2011). En nuestro estudio, se
incluyé en cada reaccion de PCR un control endégeno de amplificaciéon que permitio
monitorear si la reaccion fue inhibida.

Con respecto a los grupos 4 y 5 para los cuales los veterinarios clinicos solicitaron
en primera instancia la técnica de PCR, se observé una concordancia adecuada entre
ambas pruebas. Las muestras negativas por PCR pero positivas por IC obtenidas en el
grupo 4 pueden deberse a los factores antes mencionados. Mientras que las muestras
positivas por PCR y negativas por IC pueden haber sido extraidas en la etapa aguda de la
enfermedad antes de que el sistema inmune desarrolle una respuesta de anticuerpos
detectable (Harrus y col., 1998). En este contexto, cuando se utilizan pruebas serolégicas
cualitativas rapidas es importante considerar el punto de corte definido por el fabricante.
Por ejemplo, el kit Snap 4D plus (IDEXX) fue estandarizado para la deteccion de un titulo
de anticuerpos por encima de 1/160. Es decir, que toda muestra que presente niveles de
anticuerpos menores a ese valor dara un resultado negativo (Harrus y col., 2012). El valor
de corte para el kit inmunocromatografico Speed-Ehrli no es especificado sin embargo es
posible que se encuentre en un rango similar. Segun estudios previos, los métodos

basados en ELISA de membrana o IC son capaces de diferenciar animales seronegativos

23



y seropositivos cuando el titulo de anticuerpos es = 1/320, mientras que los titulos
menores podrian ocasionar falsos negativos (Waner y col., 2000).

La ausencia de E. canis en caninos de los diferentes grupos puede ser explicada si
tenemos en cuenta que solo R. sanguineus del linaje templado ha sido detectado en el
area en que se realizd el muestreo y como fue mencionado, los estudios epidemiologicos
y experimentales relacionan a E. canis con el linaje tropical y no con el templado. Por otro
lado, el hallazgo de animales con infeccién activa (detectada por PCR) plantea el
interrogante del modo de transmisién en estos casos. Cicuttin y col., (2016) mencionaron
posibles explicaciones que contribuyen a entender esta cuestién: 1) los caninos podrian
haber adquirido la infeccion en otras areas; 2) R. sanguineus del linaje templado
presentaria baja, pero no nula, capacidad vectorial para transmitir E. canis; 3) la migracion
de caninos del norte de nuestro pais a esta zona podria haber creado focos locales de R.
sanguineus del linaje tropical durante la época climatica favorable.

En conclusion, los resultados de nuestro estudio sugieren que la combinacién de
métodos moleculares y seroldgicos incrementa la certeza en el diagnéstico de EMC. La
utilizacion de pruebas serologicas rapidas como tamizaje inicial, junto con la posterior
confirmacién mediante PCR, en el marco de una correcta evaluacion clinica del paciente,

permitiran mejorar el diagnéstico de la EMC.
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