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Resumen

La Ehrlichiosis monocitica canina (EMC) es causada por Ehrlichia canis, enfermedad
transmitida por garrapatas de la especie Riphicephalus sanguinius, su presentacion clinica
puede variar desde la fase aguda hasta una fase cronica, en América Latina existen varios
estudios sobre ehrlichiosis en donde se considera una infeccion zoonotica emergente en
humanos. El objetivo de esta investigacion es aplicar la prueba de PCR convencional (cPCR)
en muestras de caninos seropositivos al test rapido CaniV-4 de BioNote en la ciudad de
Naranjal (Guayas-Ecuador) con el fin de detectar material genético de Ehrlichia canis y
determinar la frecuencia de animales positivos a Ehrlichiosis canina. La siguiente
investigacion se basa en un disefio observacional, descriptivo de tipo transversal, bajo un
enfoque cuantitativo. En donde se implementé como técnica diagnostica el uso de cPCR para
la deteccion de material genético de Ehrlichia canis en muestras de caninos seropositivos
mediante el test rapido CaniV-4. Se analiz6é 34 muestras de caninos mediante cPCR y se
detectd material genético de Ehrlichia canis en 18 muestras (52,94%) y en 16 muestras
(47,05%) no se detectd material genético en cPCR. Por lo tanto la interpretacion de los
resultados de las pruebas diagndsticas rapidas debe realizarse con precaucion ya que estas
se limitan a detectar anticuerpos y no la presencia del patdogeno; usar un test rapido basado
en inmunocromatografia no da un resultado confiable para el diagndstico y menos aiin como

control después del tratamiento de la Ehrlichiosis.

Palabras clave: Ehrlichiosis canina; biologia molecular; zoonosis; hemoparasitos; perros.
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Abstract

Canine Monocytic Ehrlichiosis (CME) is caused by Ehrlichia canis, a disease transmitted by
ticks of the species Riphicephalus sanguinius. Its clinical presentation can vary from acute
to chronic phases. In Latin America, there are several studies on ehrlichiosis, where it is
considered an emerging zoonotic infection in humans. The objective of this research is to
apply conventional PCR (cPCR) testing on seropositive canine samples from the BioNote
CaniV-4 rapid test in the city of Naranjal (Guayas-Ecuador) to detect genetic material of
Ehrlichia canis and determine the frequency of positive animals for canine ehrlichiosis.

This study is based on an observational, cross-sectional design, using a quantitative approach.
The cPCR technique was implemented as the diagnostic method to detect genetic material of
Ehrlichia canis in seropositive canine samples using the CaniV-4 rapid test. A total of 34
canine samples were analyzed using cPCR, and genetic material of Ehrlichia canis was
detected in 18 samples (52.94%), while no genetic material was detected in 16 samples
(47.05%). Therefore, the interpretation of rapid diagnostic test results should be done with
caution, as they are limited to detecting antibodies and not the presence of the pathogen.
Using a rapid test based on immunochromatography does not provide a reliable result for

diagnosis, especially as a post-treatment control for Ehrlichiosis.

Keywords: Canine ehrlichiosis; molecular biology; zoonosis; hemoparasites; dogs.
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Introduccion

La ehrlichiosis es un enfermedad causada por varias especies de ehrlichia, entre ellas se
encuentran Ehrlichia canis, Ehrlichia ewingii y FEhrlichia chaffeensis, es una bacteria
gramnegativa intracelular estricta, transmitida por garrapatas principalmente de la especie
Riphicephalus sanguinius (Guenduain et al., 2020), la ehrlichiosis es una patologia que se ha
registrado en todo el mundo, con mayor frecuencia en las regiones tropicales y subtropicales
(Harrus & Waner, 2011).

La Ehrlichiosis monocitica canina (EMC) es causada por Ehrlichia canis, ésta se caracteriza
por afectar a integrantes de la familia Canidae (Vicente, 2017) y su presentacion clinica puede
variar desde la fase aguda hasta una fase cronica, la presencia de sintomas depende de la fase
en la que se encuentra la enfermedad y de la respuesta del sistema inmune de los caninos.
Esta patologia puede agravarse si viene acompaifado con otros hemopatogenos
concomitantes como anaplasma y dirofilaria, que suelen ser transmitidos por el mismo vector
(Zetina et al., 2019).

En América Latina existen varios estudios sobre ehrlichiosis, al parecer la combinacion de
factores medioambientales, junto con la biodiversidad ha creado un ambiente amigable para
poblaciones de pardsitos y vectores, siendo la gran mayoria hospedadores o causantes de
enfermedades que son de importancia para la salud publica (Martinez et al., 2015); (Guerrero
Puentes, 2016); (Navarijo, 2021); (Cabrera & Monsalve, 2020).

Se debe tomar en cuenta que E. ewingii, E. canis y E. muris subsp. eauclairensis se han
identificado como agentes causantes de infecciones zoondticas emergentes en humanos, y se
sabe que los tres primeros agentes también causan ehrlichiosis en perros. Ehrlichia canis se
ha asociado a infecciones humanas en Venezuela y Costa Rica mediante pruebas seroldgicas
y moleculares, por lo cual es una enfermedad de importancia publica por su potencial
zoondtico (Forero-Becerra et al., 2021)

En Ecuador se ha podido identificar anaplasmosis, ehrlichiosis y dirofilariosis de forma
concomitante, dado que estas enfermedades son transmitidas por vectores invertebrados
similares, la mayoria de diagndsticos para estas enfermedades se realizan mediante técnicas
de inmunodiagnoéstico, visualizacidn microscopica, tests rapidos y pocas veces se utilizan
técnicas de diagnostico molecular (Davalos & Melchiade, 2018).
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Entre los métodos mas novedosos de diagndstico molecular encontramos la prueba de

reaccion en cadena de polimerasa (PCR) (Vicente, 2017), ésta técnica sintetiza varias veces
un fragmento de ADN mediante una polimerasa que soporta temperaturas altas (79°C a 85°C)
(Espinosa Asuar, 2007). Una vez que se obtiene el producto de la PCR, se necesita un analisis
secundario, como una electroforesis en gel, para su deteccion, la identificacion definitiva
suele requerir el analisis de la secuencia gendomica u otros métodos alternativos (Xia et al.,
2018).

Harrus y Waner (2011) habla sobre la poca especificidad que tienen los métodos de
diagnostico cldsicos para la deteccion de la E. canis, por lo que cita la importancia del uso de
pruebas de diagnostico mas recientes basadas en métodos de biologia molecular y los
métodos de serologia basados en antigenos especificos que tienden a ser mas sensibles.

El objetivo de esta investigacion es aplicar la prueba de PCR convencional (cPCR) en
muestras de caninos seropositivos al test rapido CaniV-4 de BioNote en la ciudad de Naranjal
(Guayas-Ecuador), con el fin de detectar material genético de Ehrlichia canis y determinar
la frecuencia de animales positivos a Ehrlichiosis canina.

Material y métodos
Material

La investigacion se bas6 en un disefio observacional y descriptivo de tipo transversal, con un
enfoque cuantitativo. Se utilizé la técnica diagndstica de cPCR para detectar el material
genético de Ehrlichia canis en muestras de caninos seropositivos mediante el test rapido
CaniV-4 de BioNote. Las muestras se recolectaron de caninos domésticos que acudieron a la
clinica veterinaria "Luna" en el canton Naranjal de la provincia del Guayas.

Se seleccionaron animales con clinica compatible para la Ehrlichiosis canina, presencia o
antecedentes de infestacion de garrapatas y resultados positivos en el test rapido de Ehrlichia
canis. Se recolectaron un total de 52 muestras entre septiembre y octubre de 2022. De estas,
18 muestras fueron excluidas debido a que los animales estaban bajo tratamiento para la
Ehrlichiosis canina o por errores en el almacenamiento o toma de muestras. En ultima
instancia, el estudio se llevo a cabo con muestras de 34 caninos domésticos que cumplian
todos los criterios de inclusion.
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Métodos

Se tomaron 2 mililitros (ml) de sangre de la vena cefélica, sin anticoagulante, y 1 ml de sangre
en un tubo con anticoagulante EDTA. Estas muestras se mantuvieron refrigeradas a 4°C hasta
su recoleccion y luego se conservaron a -15°C hasta su procesamiento.

Para el analisis, se utiliz6 250 pl de sangre entera contenida en los tubos al vacio con EDTA,
que previamente se habia refrigerado a -15°C. La extraccion del ADN se realizo utilizando
el kit de extraccion PureLink Genomic DNA mini kit de Invitrogen, siguiendo las
instrucciones del fabricante.

A continuacidn, se tomaron 23 microlitros de la premezcla y se combinaron con 2 microlitros
de las muestras sospechosas de Ehrlichia canis. Estas mezclas se sometieron al siguiente
perfil de temperaturas en el termociclador marca Eppendorf Mastercycler Nexus Gsxl1.

Tabla 1

Perfil de temperaturas

Paso: Tiempo (min’ seg”): Temperatura (°C)
Desnaturalizacion inicial 05700~ 94
Desnaturalizacion 00725~ 94
37 ciclos Alineamiento 0025~ 54
Extension 00730” 72
Extension final 05700~ 72
Almacenamiento o 20

Nota: Perfil de temperaturas para la amplificacion de material genético de Ehrlichia canis
Fuente: De los autores
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Resultados

De las 34 muestras sanguineas seleccionadas, 16 (47%) corresponden a hembras y 18 (53%)
a machos, con edades que varian desde 4 meses hasta 10 afios. La distribucion de las razas
fue la siguiente: mestizos 12 (35.29%), Husky siberiano 4 (11.76%), Boxer 1 (2.94%),
Pequinés 3 (8.82%), Rottweiler 2 (5.88%), Chihuahua 2 (5.88%), American Bully 2 (5.88%),
Pitbull 5 (14.70%), French Poodle 2 (5.88%) y San Bernardo 1 (2.94%)).

Todas estas muestras cumplian con los criterios de inclusion, lo que significa que presentaron
signologia compatible con la Ehrlichiosis canina. Ademas, algunos de los animales tenian la
presencia o antecedentes de infestacion de garrapatas. Cabe destacar que el 100% de las
muestras (34/34) resultaron positivas para Ehrlichia canis en la prueba rapida CaniV-4.

De los 34 animales seropositivos, se encontrod evidencia de garrapatas en el momento de la
consulta en 20 pacientes, lo que representa un 58.82% del total.

Grafico 1
Razas con ectoparasitos en consulta
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Nota: Razas de pacientes caninos con presencia de garrapatas en consulta.
Fuente: Datos demograficos de la poblacion estudiada en Naranjal.

El grafico nimero 1 muestra la presencia de garrapatas en diferentes razas de animales
durante la consulta. Segun los datos recopilados, se observa que los animales con garrapatas
se distribuyeron de la siguiente manera: Mestizos 10 (50%), French Poodle 2 (10%),
American Bully 2 (10%), Boxer 1 (5%), Husky Siberiano 1 (5%), Pequinés 1 (5%), Pitbull 1
(5%), Rottweiler 1 (5%), y San Bernardo 1 (5%). Es importante destacar que no se registro
ninguna presencia de garrapatas en Chihuahuas durante la consulta.
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Las 34 muestras de caninos fueron analizadas mediante cPCR se detectd material genético
de Ehrlichia canis en 18 muestras (52,94%) y en 16 muestras (47,05%) no se detecté material
genético en cPCR.

Grifico 2

Razas de pacientes positivos a cPCR
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Nota: Razas de pacientes caninos que resultaron positivos a la cPCR.
Fuente: Datos del laboratorio de biologia molecular.

En el grafico numero 2 se pueden observar las razas de los animales que dieron positivo en
la prueba de cPCR. Estos animales incluyen American Bully 2 (11,11%), French Poodle 2
(11,11%), Husky Siberiano 2 (11,11%), Mestizos 7 (38,88%), Pequinés 3 (16,66%) y Pitbull
2 (11,11%).

De las muestras positivas en la prueba de cPCR, un 77,77% (14/18) presentaron garrapatas
al momento de la consulta. Sin embargo, se encontrd que un 25% (4/16) de los pacientes con
resultados negativos también estaban infestados por garrapatas. Por lo tanto, los perros con
presencia de garrapatas tienen una mayor probabilidad de dar positivo en la prueba de cPCR
y en los test rapidos para E. canis.

Discusion

Harrus & Waner, (2011) concluyen que el diagnostico de la EMC debe realizarse a la luz de
la anamnesis en conjunto con los signos clinicos y los resultados de las pruebas de
laboratorio. La mayoria de diagnosticos para estas enfermedades se realizan mediante
técnicas de inmunodiagndstico, visualizacion microscopica, tests rapidos y pocas veces se
utilizan técnicas de diagndstico molecular (Davalos & Melchiade, 2018). El estudio de
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Wichianchot et al., (2022) aplico dos técnicas de PCR y frotis sanguineos a 92 muestras de

campo positivas a Ehrlichia canis mediante cPCR las cuales se muestran que el mayor
numero de casos positivos se encontraron mediante PCR digital en gota (ddPCR) en un 50%
(46/92), mientras que en la cPCR sdlo produjo un 34% (31/92) y los frotis sanguineos s6lo
un 13% (12/92). La técnica de ddPCR es una herramienta poderosa para evaluar con
precision el nimero de E. canis debido a que tiene el limite de deteccion (LODs) mucho
mas bajo que la cPCR. Sin embargo, concluyen que la cPCR sigue siendo eficaz para el
diagnostico rutinario. El alto rendimiento de las técnicas de PCR puede complementar los
examenes microscopicos, ya que €stos tienen una menor sensibilidad.

En un estudio donde se analizaron 510 muestras de suero, 293 (57,5%) casos resultaron
positivos a la presencia de anticuerpos contra E. canis mediante ELISA. De las 510 muestras
analizadas por PCR, 45 (8,8%) resultaron positivas para E. canis demostrando asi que la PCR
es normalmente mas sensible que el ELISA (Kukreti et al., 2018). En este estudio analizamos
34 caninos domésticos positivos a ensayo de inmunocromatografia (CaniV-4 de BioNote)
los mismos fueron sometidos a cPCR 'y se detectd material genético de Ehrlichia canis en
18 muestras (52,94%) y en 16 muestras (47,05%) no se detectd material genético, por lo que
mantenemos que el PCR es un método mas sensible para la deteccion de E. canis,
discrepando con Zetina et al., (2019) que menciona que los métodos seroldgicos por medio
de pruebas comerciales resultan efectivos para el diagnodstico de E. canis, siendo uno de los
mejores la prueba SNAP 4Dx® Plus. Seglin los fabricantes del SNAP 4Dx® Plus es una
prueba basada en ELISA que sirve para deteccion de anticuerpos contra Ehrlichia
canis, Ehrlichia ewingii, Anaplasma phagocytophilum A. platys, Borrelia burgdorferiy
recomiendan pruebas adicionales en estos pacientes para determinar si existe una infeccion
activa (IDEXX Laboratories, 2022). La desventaja del uso de pruebas basadas en deteccion
de anticuerpos solo prueban la exposicion a E. canis mas no una infeccion activa, sabiendo
que los anticuerpos pueden durar meses o afos después de la administracion del tratamiento
y de la eliminacion de la bacteria (Gutiérrez et al., 2016) . Se debe considerar también que
los anticuerpos contra varios organismos ehrlichiales presentan reaccion cruzada con E. canis
por lo que complican el diagnostico seroldgico de la EMC (Harrus & Waner, 2011).

En este estudio el mayor porcentaje de raza afectada con E.canis fue la Mestiza con el
38,88%, evidenciando asi que la mayor presencia de Ehrlichia canis fue en perros mestizos,
esto concuerda con el estudio de Lina et al. (2015) que incluyd 57 razas caninas, siendo mas
frecuentes los criollos con 103 animales que representan el 13,2 % (Lina et al., 2015). En
estos dos estudios los animales mas afectados son mestizos o criollos esto puede atribuirse
a la ausencia de cuidados preventivos, el habitat, ausencia de tutores y convivencia con
animales de granja, haciéndolos asi mas susceptibles a diferentes vectores y enfermedades.

Un estudio en Tailandia evalu6 70 garrapatas recogidas de 70 perros enfermos, 55 (78,57%)
resultaron positivas a patdogenos transmitidos por garrapatas. La infeccion mas comun fue
Hepatozoon canis (65,71%), seguida de Babesia spp. (31,43%) y Ehrlichia canis (30,00%)
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(Eamudomkarn et al., 2022). En nuestro estudio el 77,77 % (14/18) de pacientes con

resultado positivo a Ehrlichia canis en la cPCR tuvieron presencia de garrapatas al momento
de la consulta, si bien no se evaluaron directamente las garrapatas Rhipicephalus sanguineus
hay que considerar que estos ectoparasitos albergan multiples patogenos que afectan a
humanos y caninos. En el caso particular por Ehrlichia canis cada vez se diagnostican mas
infecciones humanas reportadas en algunos paises, donde factores como la presencia y el
numero de animales reservorio y garrapatas vectoras podrian desempefiar un papel
fundamental en las infecciones emergentes, como ejemplo en un estudio realizado en
Venezuela sé evaludé un total de 20 pacientes humanos con signos clinicos compatibles con
ehrlichiosis monocitica humana (EMH), que ingresaron de emergencia del estado Lara, el
30% (6/20) de los pacientes fueron positivos para Ehrlichia canis en la PCR del gen
especifico 16S rRNA, tres de los pacientes tenian perros en casa y dos de ellos trabajaban en
zonas rurales (agricultores o ganaderos), Venezuela es un pais tropical con una gran
abundancia de garrapatas y un alto nivel de infeccion de E. canis en perros (Perez et al.,
2006), estos resultados apoyan que los factores medioambientales mas el niimero de animales
reservorio que no son tratados elevan las probabilidades de adquirir patogenos transmitidos
por garrapatas a humanos. Por otro lado un estudio en Colombia recolectd 506 muestras de
sangre de residentes sanos y 114 muestras de sangre de perros de cuatro municipios en donde
se evaluaron anticuerpos contra E. canis en suero humano y canino mediante ELISA del
péptido de la proteina 19 repetida en tandem (TRP19) y ensayo de inmunofluorescencia
indirecta (IFI), en este estudio detectaron anticuerpos contra Ehrlichia canis TRP19 en 1/506
sueros humanos, pero la tinica muestra positiva dio negativo por IFI, por lo cual los autores
concluyen que no hubo evidencia seroldgica de infeccion por E. canis en humanos, por lo
que sugieren que la infeccion por E. canis en perros del Cauca no esta asociada con infeccion
zoonotica humana.

Conclusiones

Con la aplicacion del ensayo de cPCR en 34 muestras seropositivas, se logro la amplificacion
de material genético de Ehrlichia canis en 18 muestras (52,94%), mientras que las 16
muestras restantes (47,05%) resultaron negativas. Estos resultados destacan la importancia
de interpretar con precaucion los resultados de las pruebas diagndsticas rapidas, ya que estas

pruebas se limitan a detectar anticuerpos y no la presencia del patdégeno en si.

Es importante tener en cuenta que el uso de pruebas rapidas basadas en inmunocromatografia
no proporciona resultados confiables para el diagnostico de la Ehrlichiosis, ni tampoco para
su uso como control después del tratamiento. No se recomienda confiar en los resultados de

estas pruebas mucho tiempo después de dar de alta al paciente, ya que los anticuerpos pueden
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persistir durante varios afios y no necesariamente indican una infeccion activa que requiera

un nuevo tratamiento antibiotico.

Es crucial recordar que el uso inapropiado de antibidticos solo promueve la resistencia
bacteriana y existen pocos antimicrobianos eficaces para tratar la Erliquiosis canina. Por lo
tanto, el control de las enfermedades infecciosas requiere la disponibilidad de herramientas
diagnodsticas mas sensibles y especificas para detectar los patégenos, junto con medidas de
prevencion adecuadas. En el caso de E. canis, el control de ectoparasitos es fundamental para

minimizar las posibilidades de contagio tanto en caninos como en humanos.
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