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RESUMEN. Los agentes transmitidos por garrapatas constituyen un problema emergente que pueden cau-
sar enfermedades graves y/o infecciones subclinicas en los perros. Las garrapatas juegan un rol importante
como reservorio de estos microorganismos que pueden transmitirse a otros perros e inclusive al hombre.
La ehrlichiosis monocitica canina producida por Ehrlichia canis es una de las enfermedades transmitidas
por garrapatas mas frecuente; el agente se transmite al perro por la picadura de la garrapata Rhipicephalus
sanguineus infectada y se disemina por sangre y por el sistema linfatico a higado, bazo y ganglios linfaticos.
Esta enfermedad ha sido diagnosticada en perros de distintas zonas del pais, pero en la provincia de Cérdoba
no hay reportes de su diagndstico por técnicas moleculares. El objetivo de este trabajo fue determinar la
presencia de Ehrlichia canis en perros con sintomatologia compatible con esta infeccién; para ello se realizé
la técnica de PCR a sangre de perros de la ciudad de Rio Cuarto y de las localidades de Alta Gracia y Adelia
Maria, encontrandose 8 positivos.

PALABRAS CLAVE: perro, ehrlichiosis, garrapata

ABSTRACT. Tick-borne agents are an emergent problem which can cause severe diseases and/or sub-clinic
infections in dogs. Ticks play an important role as reservoir of these microorganisms which can infect other
dogs and even humans. Canine monocytic ehrlichiosis is one of the most frequent tick-borne diseases. It is
transmitted to the dog through an infected tick (Rhipicephalus sanguineus) bite, and its spreads through the
blood and the lymphatic system to liver, spleen and lymph nodes. This disease has been diagnosed in dogs
from different areas of the country; however there are not records about its molecular diagnosis in Cérdoba
province. The aim of this work was to determine the presence of Ehrlichia canis in dogs with symptoms com-
patible with this infection; for this purpose, PCR were performed on dog’s blood from the city of Rio Cuarto
and the towns of Alta Gracia and Adelia Maria, where 8 positive cases were found.
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Las garrapatas son artropodos hematdfagos que se
encuentran entre los vectores mas importantes de
enfermedades infecciosas en el mundo y que ac-
tuan como reservorios de agentes infecciosos de
importancia en la salud publica (Baneth, 2014). En
consecuencia, las enfermedades transmitidas por
garrapatas son ahora foco de interés en areas del
mundo en las que se consideraban no endémicas,
en especial aquellas que afectan a animales de com-
pafiia debido al rol social y a su estrecha relacién con
los seres humanos (Shaw et al., 2001). La propaga-
cion de las garrapatas a zonas urbanas y semiurba-
nas debido, entre otros factores, al cambio climatico
y al movimiento de perros infectados hacia zonas
previamente no endémicas, ha favorecido la emer-
gencia de estos agentes infecciosos. Estos artréopo-
dos pueden transmitir patdgenos causales de enfer-
medades tales como hepatozoonosis y ehrlichiosis,
entre otros (Baneth et al.,, 2001; Baneth et al., 2009;
Dantas-Torres et al., 2012). La ehrlichiosis monociti-
ca canina (EMC) es una enfermedad emergente, con
distribucién mundial, producida por Ehrlichia canis
(E. canis), bacteria intracelular obligatoria de la fa-
milia Anaplasmataceae, transmitida por la garrapa-
ta Rhipicephalus sanguineus sensu lato (R. sangui-
neus s. |.) (Bremer et al., 2005). En el perro puede
cursar con tres fases: aguda, subclinica y crénica. La
primera fase ocurre entre 8 y 20 dias post infeccidn,
gue puede resultar en la recuperacion total con
desaparicion de los signos clinicos entre la primer
y cuarta semana o inducir a una fase subclinica que
puede durar de meses a afios. La fase crénica puede
seguir a la fase subclinica, en la cual es muy dificil la
recuperacion del paciente. El perro representa una
potencial fuente de infeccidn en las diferentes fases,
en las que puede transmitir el agente a las garrapa-
tas (Harrus et al., 1998). Los sintomas varian segun
la fase en la que se encuentre el paciente; los mas
frecuentes son fiebre, depresion, anorexia, pérdida
de peso, desdrdenes hemorragicos, linfadenomega-
liay esplenomegalia (Neer et al., 2002; Harrus et al.,
2012). La anemia, trombocitopenia, leucopenia, hi-
perglobulinemia e hipoalbuminemia son los hallaz-
gos de laboratorio caracteristicos (Neer et al., 2002;
Castro et al., 2004; Baneth et al., 2009). Existe cier-
ta dificultad en el diagndstico debido a que la ob-
servacion al microscopio 6ptico de una muestra de
sangre carece de sensibilidad y especificidad, por lo
cual otros métodos diagndsticos son recomendados
(Harrus et al., 2012). Las pruebas seroldgicas que
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detectan anticuerpos (Ac), como la inmunofluores-
cencia indirecta (IFl), y las pruebas rapidas comer-
ciales basadas en el ensayo de inmunoabsorcién
ligado a enzimas (ELISA) y la inmunocromatografia,
son utiles ante la sospecha clinica de la enfermedad
(Waner et al., 2001; Harrus et al., 2002), sin embar-
go, tienen algunas limitaciones, como las reacciones
cruzadas con otras especies de Ehrlichia, resultados
falsos negativos en la etapa aguda de la infeccion,
y anticuerpos persistentes que pueden confundir el
diagndstico (Waner et al. 2001; Neer et al., 2002;
Harrus y Waner, 2011; Allison vy Little, 2013; Mar-
tin et al., 2019). Por otra parte, la PCR, si bien es
un método altamente sensible y especifico (Baneth
et al., 2009), puede dar falsos negativos en la etapa
subclinica de la enfermedad donde el agente no se
encuentra en la sangre (Harrus et al., 1998; Otran-
to et al.,, 2010). Por lo tanto, deben utilizarse multi-
ples estrategias diagndsticas en combinacién con la
historia y el examen fisico exhaustivo del paciente
(Maggi et al., 2014; Cetinkaya et al., 2016; Martin
et al., 2019). E. canis ha sido detectada en perros
en Ciudad Auténoma de Buenos Aires y en algunas
localidades de las provincias de Buenos Aires, Santa
Fe, San Luis, Chaco y Entre Rios (Eiras et al., 2013;
Aubert et al., 2016; Cicuttin et al.,, 2016; Mansilla
Fernandez et al., 2019; Tarragona et al., 2019; San-
chez et al., 2020) y en garrapatas de algunas locali-
dades de Buenos Aires, Salta y Formosa (Cicuttin et
al., 2015; Cicuttin et al., 2017; Borras et al., 2019),
pero no hay antecedentes de su deteccion por téc-
nicas moleculares en nuestra provincia. Por ello, el
objetivo del presente trabajo fue detectar E. canis
en perros con sintomatologia compatible con esta
infeccidn provenientes de tres localidades de la pro-
vincia de Cérdoba, mediante diagndstico por PCR.

Se realizé un estudio dirigido que incluydé solamen-
te caninos con sospecha de EMC que presentaban
signos tales como: temperatura aumentada, anore-
xia, decaimiento, desmejoramiento de la condicién
general, linfadenomegalia, hemorragias, debilidad
generalizada, debilidad posterior y/o hiperestesia.
Fueron analizados 14 caninos de la provincia de Cor-
doba: 9 de la ciudad de Rio Cuarto (pacientes aten-
didos en el Hospital Escuela de la Facultad de Agro-
nomia y Veterinaria, de la Universidad Nacional de
Rio Cuarto, Departamento Rio Cuarto), 4 de la loca-
lidad de Alta Gracia (Departamento Santa Maria) y 1
de la localidad de Adelia Maria (Departamento Rio
Cuarto). Todos los perros fueron inspeccionados en
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busca de garrapatas o sus propietarios interrogados
acerca de antecedentes de garrapatas. Se les extrajo
5 ml de sangre de la vena cefdlica antebraquial, que
fue colectada en tubos con anticoagulante (EDTA)
con la que se realiz6 hemograma, frotis de la capa
leucocitaria (tefiido con May Grunwald Giemsa para
la busqueda de mérulas de Ehrlichia spp. en mono-
citos y linfocitos) y recuento de plaquetas. Ademas,
a una alicuota, se le extrajo el ADN utilizando kit
comercial (ADN puriprep S kit, Inbiohighway, Argen-
tina) para su posterior anadlisis por una PCR anida-
da, la cual se realizé utilizando los cebadores y las
condiciones previamente descriptas (Murphy et al.,
1998). Brevemente, para la primera ronda de am-
plificacion se utilizaron los cebadores especificos de
género ECCy ECB (Dawson et al., 1994: 1996) y para
la segunda ronda, los cebadores especie-especificos
de E. canis (ECAN5 y HE3); no se intenté la amplifica-
cion de E. chaffeensis ni de E. ewingii. Como control
positivo se utilizd ADN de referencia cedido por el
laboratorio de la Facultad de Ciencias Veterinarias
de la Universidad Austral de Chile y como control
negativo (un control negativo cada 5 muestras) agua
bidestilada estéril.

De 14 perros estudiados, 8 resultaron positivos a la
PCR para E. canis, de los cuales 7 eran mestizos y 1
de raza pura, 4 hembras y 4 machos, con un rango
de edad de 1 a 10 afios. Todos los perros presenta-
ban garrapatas o tenian antecedentes de infestacién
reciente. Al examen de la capa leucocitaria en los
frotis de sangre no se observaron mérulas de Ehrli-
chia spp. en monocitos ni en linfocitos, y en cuanto
a los resultados del hemograma en tres casos hubo
anemia, en tres leucocitosis moderada, en dos leu-
copenia, en cuatro trombocitopenia y en uno de los
casos no hubo alteraciones (Tabla 1).

E. canis tiene distribucion en casi todo el mundo,
se encuentra en Asia, Africa, Europa y América; es
endémica en regiones tropicales y subtropicales,
pero se reporta cada vez mas en regiones de clima
templado (Harrus et al., 2012). En Argentina se ha
comunicado el hallazgo de E. canis en perros y/o ga-
rrapatas en zonas de clima tropical como Chaco, Sal-
ta, Corrientes, Formosa y Entre Rios, pero también
en zonas de clima templado como Ciudad Auténo-
ma de Buenos Aires, Buenos Aires, Santa Fe y San
Luis (Eiras et al., 2013; Aubert et al., 2016; Cicuttin
etal., 2015, 2016, 2017; Borras et al., 2019; Mansilla

Fernandez et al., 2019; Tarragona et al., 2019; San-
chez et al., 2020). En la provincia de Cérdobay en la
provincia de San Luis se han detectado otras cepas
de Ehrlichia sp. asociadas a garrapatas Amblyomma
tigrinum (A. tigrinum), una de ellas estrechamente
relacionada a E. chaffeensis (provincia de San Luis)
y otra filogenéticamente relacionada a tres cepas de
Ehrlichia sp. de Brasil (provincia de Cordoba) (Cicut-
tin et al., 2017). Dado que las garrapatas A. tigrinum
parasitan cominmente a los perros en areas periur-
banas y rurales, este hallazgo adquiere relevancia
epidemioldgica y deberia impulsar estudios acerca
de la patogenicidad de estas nuevas especies de
Ehrlichia en perros y humanos.

En América del Sur existen dos linajes de garrapa-
tas R. sanguineus s.l: tropical y templado, ambos
presentes en Argentina (Moraes-Filho et al. 2013),
donde existe una zona divisoria a la altura de los pa-
ralelos 24°S y 25°S que atraviesan las provincias de
Jujuy, Salta y Formosa, por encima de la cual se en-
cuentran las garrapatas R. sanguineus de linaje tro-
pical y por debajo de la misma se encuentran las de
linaje templado (R. sanguineus sensu stricto). Segun
un estudio experimental realizado por Moraes-Filho
et al. (2013) existen diferencias en la competencia
vectorial para la transmision de E. canis entre estos
dos linajes; ellos encontraron que las garrapatas R.
sanguineus sl de zonas tropicales de América eran
vectores altamente competentes para la transmision
de E. canis, pero no asi las garrapatas R. sanguineus
sl del Cono Sur de América del Sur. En otro estudio
sobre garrapatas realizado en el afio 2015 en Argen-
tina, se detectd E. canis solo en garrapatas del linaje
tropical en provincias del norte, por lo que era es-
perable que la EMC se presentara en esas zonas, sin
embargo, en un estudio posterior se encontrd tam-
bién E. canis en garrapatas del linaje templado en la
provincia de Buenos Aires, aunque estas garrapatas
se obtuvieron de un perro con EMC (Moraes-Filho
et al.,, 2011; Nava et al., 2012; Moraes-Filho et al.,
2013; Cicuttin et al., 2015; Cicuttin et al., 2017).

Si bien existe una comunicacion que reporta el ha-
llazgo de morulas de E. canis en muestras de sangre
de 2 perros (Palomeque et al., 2019), en una investi-
gacion reciente realizada en las provincias de Santa
Fe y Cordoba, no se encontraron muestras positivas
a la PCR de Ehrlichia spp. en 70 muestras analiza-
das (Mascarelli et al., 2016), por lo que el presente
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trabajo constituye el primer informe acerca de la
presencia de E. canis detectada por técnicas mole-
culares en la provincia de Cérdoba. Aunque por el
tipo de estudio y el sesgo en el muestreo, ya que
fueron analizados solamente perros con sospecha
de EMC, no se puede inferir sobre la frecuencia del
agente en la poblacién canina de las regiones en las
cuales se realizd el muestreo, los datos obtenidos
generan un precedente acerca de la circulacion de
E. canis, especialmente en el sur de la provincia de
Cérdoba. Por otra parte, en este estudio solamen-
te fue analizado un fragmento del gen 16S ARN, el
analisis de otros genes hubiera servido no solo para
confirmar los hallazgos obtenidos sino también para
el andlisis filogenético de las muestras positivas; sin
embargo, consideramos que es muy importante co-

Raza Sexo Edad Garrapatas

Signos clinicos

municar nuestros resultados a la comunidad cienti-
fica. Si bien en la practica diaria los colegas informan
resultados positivos, la mayoria lo hace en base a
pruebas seroldgicas, las cuales por si solas no pue-
den considerarse de certeza, ya que no discriminan
entre infeccion actual o permanencia de Ac por in-
fecciones anteriores (Waner et al., 2001; Neer et al.,
2002). Por lo tanto, es importante basar el diagnds-
tico en la signologia clinica compatible, en la serolo-
gia y en la PCR en forma conjunta. Esta es la prime-
ra comunicacion del hallazgo de E. canis mediante
pruebas moleculares en localidades de la provincia
de Cdérdoba.

Laboratorio Plaquetas

Anemia normocitica normocréomica,
hipocromia, policromasia, anisopoi-

Mestizo Hembra 4 afio Debilidad generalizada. G e . . 246.000/ul
z nos Ab“”‘_ja“te - & 2 quilocitosis. Leucocitosis moderada, /n
cantidad neutrofilia. Plaquetas reactivas.
Abundante Temperatura aumentada, debil- Anisocitosis, anisocromia. Poblaciéon
Mestizo Macho 1 afio cantidad idad, paresia del tren posterior, hipocromica. Eosinofilia. Plaquetas 109.000/ul
secrecion ocular. reactivas.
Mestizo Hembra 7 afios Abunfiante Temperatu'ra aumentada, c?ebili- Anisocitosis. .Toxicidad celular. 355.000/l
cantidad dad, paresia del tren posterior. Plaquetas reactivas.
Leucocitosis moderada, neutrofilia
. N Abundant - . desvio a la izquierd I
Mestizo Macho 8 afios un.an € Debilidad, tetraparesia. con gesvioa .a |zgmer aregenera V? 416.000/ul
cantidad leve, monocitosis. Plaquetas reacti-
vas.
Caniche Macho 2 afios Abum':lante Debilidad, hiperestesia generali- Anemia.microcitica hip'ocrc')m'ica a'lr're- 89,000/l
cantidad zada. generativa. Neutropenia, eosinofilia.
T ili-
. 10 Moderada emperatura aume.ntada,,de-bll o . . .
Mestiza Hembra N . dad, dolor abdominal, vémitos, Leucopenia, linfopenia, eosinopenia. 32.000/pl
anos cantidad .
anorexia.
. " E - _ A i iti dmica.
Mestiza Hembra 6 afios sca'sa can Decaimiento. nemla'\ ngrmoa ca normocromica 96.000/ul
tidad Leucocitosis moderada.
. N E - - . . .
Mestizo Macho 2 afios sc:s(;laa;an Debilidad. Sin particularidades. 310.000/ul

Tabla 1. Resefia, examen clinicos y resultados hematoldgicos de perros positivos a Ehrlichia canis mediante PCR.
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