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RESUMEN

La ehrlichiosis canina es una enfermedad infectocontagiosa de curso
agudo, subclinico o cronico.La ehrlichiosis canina es causada por bacterias
pertenecientes al orden Rickettsiales, éstas representan bacterias intracelulares
obligadas que residen en las vacuolas de las células eucariotas, con potencial
para causar enfermedades mortales transmitidas por garrapatas en los seres
humanos y varias especies de mamiferos. La transmision E. canis se produce a
través de agentes vectores (Rhipicephalussanguineus). La prevalencia de la
enfermedad depende de la presencia del vector, tiene distribucion mundial y ha
sido reconocida durante muchos afios en México, incluyendo la Comarca
Lagunera. Los métodos de diagnostico de una infeccion por Ehrlichiacanis son
muy variables, siendo la de SNAP 4Dx la mas frecuentemente utilizada en la
actualidad.Pueden ser métodos visuales, serologicos y moleculares.
Tetraciclina oral y oxitetraciclina inyectable ambos son los farmacos de eleccion
para el tratamiento de las enfermedades causadas por rickettsias.El principal
objetivo del tratamiento profilactico debe ir encaminado a evitar la alimentacién

de la garrapata.

Palabras clave: Ehrlichia canis,garrapatas,Rhipicephalus sanguineus, métodos de
diagnostico, SNAP 4Dx.



1.- INTRODUCCION

La ehrlichiosis canina es una enfermedad infectocontagiosa de curso
agudo, subclinico o crénico, la cual es causada por una bacteria intracelular
obligada, Gram negativa, que requiere de un mamifero como reservorio y de un
artrépodo (Rhipicephalus sanguineus) como vector. Esta enfermedad afecta a
perros y es transmitida por la picadura de una garrapata. Durante 1935, en
Algeria, Donatien y Lestoquard describieron por primera vez Ehrlichia canis,
aunque fue denominada Rickettsia canis. Fue renombrada hasta 1945 como
Ehrlichia canis en honor a Paul Ehrlich. Actualmente este género comprende
cinco especies, de las cuales Ehrlichia canis, Ehrlichia chaffeensisy Ehrlichia

ewingiitienen la capacidad de causar enfermedad en caninos y humanos.!”

La ehrliquiosis canina también es conocida como rickettsiosis canina,
fiebre hemorragica canina, enfermedad del perro rastreador, tifus de la
garrapata canina, desorden hemorragico de Nairobi, pancitopenia tropical, tifus

canino, fiebre hemorragica canina y sindrome hemorragico idiopatico.”

Ehrlichiosis es un nombre genérico para las infecciones causadas por
bacterias intracelulares obligadas de la familia Anaplasmataceae,

principalmente en los géneros Ehrlichia y Anaplasma.®

La prevalencia de la enfermedad depende de la presencia del vector,
tiene distribucion mundial y ha sido reconocida durante muchos afios en
México, incluyendo la Comarca Lagunera, el tratamiento de la enfermedad es
especifico para las riquetsias y los métodos de diagndstico muy variables,
siendo la de SNAP 4Dx la mas frecuentemente utilizada en la actualidad, por tal
motivo la finalidad de la presente monografia es conocer diferentes técnicas de

diagnéstico de la erliquiosis canina.



2.- HISTORIA
El primer agente erliquial fue observado en Argelia por Donatien y

Lestoquard en 1935, quienes identificaron un microorganismoRickettsia en
monocito de caninos que cursaba con una enfermedad que ocasionaba
pancitopenia severa, el cual fue denominado Rickettsia canis, para luego ser
renombrado en 1945 como Ehrlichia canis (E. canis) en honor al bacteriélogo
Paul Ehrlich. %

En 1955, se produjo en Japon un sindrome aparentemente producido por
un agente erliquial, que afectaba a humanos, conocido como “Fiebre del
Sennetsu”, semejante a la mononucleosis. Al agente causal se le asigno el
nombre cientifico de Ehrlichia sennetsu (actualmente Neorickettsiasennetsu).
Esta enfermedad también esta presente en Malasia. En los Estados Unidos fue
reconocida por primera vez la E. canis en 1962 y a finales de los 60’s se definid
el rol patogénico significativo de esta especie, cuando se pudo establecer su
participacion etioldgica en la enfermedad llamada “pancitopenia tropical canina”.
En 1978 fue identificada por primera vez la Ehrlichia platys, actualmente
denominada Anaplasmaplatys. En los Estados Unidos se diagnostico por
primera vez la erliquiosis monocitica humana (EMH) en 1986, causada por E.
chaffeensis, mientras que en 1994 se descubrié la erliquiosis granulocitica
humana (EGH), causada por un agente similar o idéntico a E. equi, que provoca
la erliquiosis granulocitica equina y a la Ehrlichia phagocytophilum, que produce
la enfermedad en ovinos y bovinos. El agente causal de EGH E. equi y
E.phagocytophilum actualmente son una misma especie denominada

Anaplasmaphagocytophilum.®

3.- DISTRIBUCION ACTUAL

La distribucion de la ehrlichiosis esta relacionada con la distribucion del
vector Rhipicephalus Sanguineus, se ha descrito su ocurrencia en cuatro

continentes incluyendo Asia, Africa, Europa y América. "



Alrededor de 74 especies reconocidas del genero Rhipicephalusde las
cuales la garrapata Rhipicephalus sanguineus sea la mas ampliamente
distribuida e importante en el mundo por su preferencia hacia los perros como

hospedadores, se encuentra entre las latitudes 50°N y 42°S. ¢7)

Garrapatas Rhipicephalus sanguineus, vectores de (E. canis), también
son comunes en los climas célidos del sur de EE.UU., debido en parte a su
origen tropical o mediterraneo y la intolerancia general de las bajas
temperaturas. Debido a que esta garrapata puede sobrevivir dentro de las
viviendas donde los perros estan presentes, R. sanguineus se considera ahora
gue es endémica en todos los EE.UU. con una mayor prevalencia en ciertas
regiones geograficas. La garrapata marron del perro se sabe que también
transmite otros agentes patdégenos a los perros en América del Norte,
incluyendo Bartonellavinsoniisubsp. Berkhoffii, Rickettsiarickettsii, canis,

Babesia, canis Hepatozoon, y Anaplasmaplatys. )

4.- ETIOLOGIA

4.1. Caracteristicas de Ehrlichia

Las erliquias son bacterias pertenecientes al orden Rickettsiales, éstas
representan bacterias intracelulares obligadas que residen en las vacuolas de
las células eucariotas, con potencial para causar enfermedades mortales
transmitidas por garrapatas en los seres humanos y varias especies de

mamiferos. @®

Los microrganismos rickettsiales pertenecen al Reino Proteobacteria,
clasificadas como alfa-proteobacterias Gram negativas, grupo que incluye un

gran numero de agentes oligotrofos (capaces de crecer en niveles bajos de



nutrientes). Dentro de este Reino se encuentran también los géneros

Escherichia, Nesseria, Pseudomonas, Rhizobium, Salmonella y Vibrio. ¢

Recientes estudios genéticos reorganizaron algunas especies en orden
Rickettsiales, entre las familias Rickettsiaceaey Anaplasmataceae. En base a
estos estudios, los tres organismos, anteriormente conocida como Ehrlichia
phagocytophila, Ehrlichia equiy el agente HGE (granulocitica humana
ehrlichiosis), se unificaron en una sola especie y trasladé al género Anaplasma.
Estos tres organismos son reclasificados como Anaplasmaphagocytophilum, la
causal agente de la anaplasmosis granulocitica, una enfermedad emergente
transmitida por garrapatas. A. phagocytophilum se ha detectado en todo el
mundo, particularmente en América del Norte y Europa, asi como en Sudafrica,
América del Sur, y Asia, sino que afecta a los humanos, caballos, rumiantes,
gatos, perros, y una variedad de especies de vida silvestre, incluyendo
roedores, ciervos, y carnivoros. Los signos clinicos de infeccién, aunque
difieren con la especie de huésped y la virulencia, son fiebre, anorexia, anemia,
trombocitopenia, leucopenia, signos neuroldgicos, inflamacién hepatica,
abortos, e incluso victimas mortales en un pequefio porcentaje de los

mamiferos. ?®

Ehrlichia es pleomorfico, cocoide, aerdébico, no crece en medios
bacteriol6gicos estandares y mide de 0,5 a 1.5 micras. E. canis es Intracelular
obligada tanto en el hospedero vertebrado como en el vector invertebrado. Se
reproducen por fisién binaria al igual que la mayoria de las bacterias. Presenta
tropismo por células sanguineas (monocitos, granulocitos o plaquetas) de
animales y seres humanos. Es trasmitida por garrapatas. Las especies que
infectan a los perros en general, incluyen E. canis, E. equi, E. risticii, E. platys y

E. ewingi. ¥



4.2. Enfermedades causadas por ehrlichias

Las enfermedades causadas por estos patdgenos tradicionalmente
habian sido clasificadas por el tipo de células blanco m&s comunmente
infectadas. Por ejemplo, E chaffeensis y E canis residen principalmente en los
monocitos (figura 1), y la enfermedad causada por estos agentes con frecuencia
se llama ehrlichiosis monocitica (figura 2). (Cuadro 1). Actualmente las
enfermedades ehrlichiales se clasifican por genogrupos, contrayéndose un
arbol filogenético (cuadro 2). La importancia clinica de esta nueva clasificacion
es que tal vez los veterinarios se enteren pronto de nuevos agentes rickettsiales

y las enfermedades que causan. ?%

Figura 1. Ehrlichia en célula monocitica.

Q

Figura 2. Ehrlichia en célula granulocitica.



Cuadro 1. Especies de Ehrlichia que infectan personas y animales domésticos

o de laboratorio

Especie Distribu- Vector Leucocitos Huésped Huésped
(Enfermedades) cion Infectados | infectado infectado
Geogrdfi en forma Experimental-
ca natural mente
Monocitica
E. canis Mundial, Rhipicephal | Células Canidae Ninguno
(Erliguiosis fropical vy | us mononucle
monocitica templado | sanguineus ares,
caninq) linfocitos
E. chaffeensis EUA Amblyomm | Células Humanos, | Perros, venado
(ehrlichiosis (principal | aamericanu | mononucle | perros, de cola blanca,
monocitica mente el | m, ares, venados ratones de pata
humana) sur) Dermacento | neutrdfilos, blanca
rvariabilis linfocitos
Agente de la | Venezuel | Incierto Células Humanos, | Ratones
ehrlichiosis a mononucle | perrose
humana ares
venezolana
E. sennefsu Occident | Incierto Células Humanos Ratones, perros,
(fiebre sennetsu) | e de mononucle primates no
Japdn, ares humanos
Malasia
E. risticii EUA, Incierto Monocitos Caballos Perros, gatos,
(ehrlichiosis Canadd ratones, primates
monocitica no humanos
equinaq)
E. risticii EUA Incierto Monocitos, | Perros Incierto
(subespecie células
atypicailis) cebadas,
enterocitos
E. bovis Medio Especies de | Monocitos, | Ganado Incierto
(ehrlichiosis Oriente, Hyaloma, macréfago
bovina) Africa especies de | s
Rhipicephal
us
Granulocitica
E. ewingii EUA Incierto Neutréfilos, | Perros Incierto
(ehrlichiosis eosindfilos
granulocitica
caning)
E. equi EUA Ixodes Neutréfilos, | Caballos, Burros, ovejas,
(ehrlichiosis (costa pacificus eosindfilos perros, perros, cabras,
granulocitica occident humanos, | gaftos, primates
caning) al) llamas no humanos
Agente de la | EUA I scapularis | Neutrdfilos Humanos, | Ratones, venados
ehrlichiosis (norte) caballos,
granulocitica perros,
humana ratones de
pata




blanca,
ardillas
listadas,
ratones
campestre
s
E. Gran l. ricinus Neutrdfilos, | Ovejas, Cobayos, ratones
phagocytophila | Bretana, eosindfilos, | ganado,
(fiebre Europa, monocitos visones,
transmitida  por | Africa, perros,
garrapata) Asia venados,
llamas,
humanos
Trombocitica
E. platys Sur de | R. Plaguetas Perros Perros
(trombocitopeni | EUA, sur | sanguineus
a ciclica | de
infecciosa Europa
caning)
Oftros
Cowdriaruminan | Africa A. Células Ganado Perros
fium sub- hebraeum endoteliales
(hidropericardio) | Sahara ,
macréfago
s, neutrdfilos
Cuadro 2.- Genogrupos de las especies ehrlichiales
Genogrupo Género Miembros Caracteristicas
1 Ehrlichia E. canis, E. | Forman grandes mérulas con muchas
chaffeensis, E. | bacterias a menudo suspendidas en
muris, E. ewingiiy | una matriz fibrilar, encontrdndose las
E. ruminantium mitocondrias y el reticulo
endoplasmdtico de la  célula
infectada en agregados  muy
cercanos a la moérula, incluso en
contacto con su membrana
2 Anaplasma E. equi, E. | Este género presenta morulas no
phagocytophilum | fibrilares y las mitocondrias asi como el
, agente de la | reticulo endoplasmdtico no
ehrlichiosis contactan con la membrana de la
granulocitica madrula.
humana (EGH), E.
platysy A.
marginale
3 Neorickettsia E. sennetsu, E | Estas especies se desarrollan en
risticii, el agente | pequenas vacuolas individuales ue no

7




de
Stellantchasmusfa
Icatus (agente SF)
aislado del
gusano S.
falcatus(parasito
de  peces) y
Neocrickettsiahelm
ithoeca.

se  funden unas  con otras,
dividiéndose junto con los organismos
ehrlichiales.

4 Wolbachia spp
ysimbiontes
severos de
insectos.

Se desconoce si causan enfermedad
en vertebrados.

Como ya se ha sefalado, la transmision E. canis se produce a través de

agentes vectores, garrapatas de la familia Ixodidae genero Rhipicephalus

especieRhipicephalus sanguineus. ¢?

4.3.- Vector Rhipicephalus sanguineus

4.3.1 Taxonomia y morfologia

Los artropodos pardsitos son un grupo importante, no sélo por su

biodiversidad, sino también por su presencia en explotaciones pecuarias, asi

como en los animales de compafia,

los cuales generalmente son

intradomiciliarios en poblaciones rurales, suburbanas y adn en las ciudades

modernas. Dentro de estos destacan las garrapatas (cuadro 3), parasitos

externos (ectoparasitos obligatorios) chupadores de sangre de la mayoria de los

vertebrados terrestres y extremadamente adaptables, poseen un exoesqueleto

duro que recubre su cuerpo segmentado y todas en estado adulto poseen patas

en ntmero par.




Cuadro 3.- Taxonomia de las garrapatas

Reino Animalia
Filo Arthropoda
Clase Arachnida
Subclase Acari

Superorden | Parasitiformes

orden Metastigmata

Familia Ixodidae Argasidae Nuttallielidae

Rhipicephalus sanguineus presenta un escudo o caparazon dorsal. Este
escudo cubre toda la superficie dorsal del macho y solo la porcion dorsal
anterior de las hembras, ninfas y larvas. El escudo de las hembras mantiene su
tamafo reducido cuando el cuerpo de las mismas se va hinchando por lo que
cubre una proporcién progresivamente decreciente de la superficie dorsal a
medida que se van alimentando, convirtiéndose en un simple punto en las
hembras atiborradas de sangre y siendo apreciable con mayor claridad mirando
el ejemplar desde delante que desde atrds. A cada lado del escudo en
localizacion opuesta al segundo par de patas se encuentra una zona oval clara,
‘el 0jo”. Lo que parece ser una cabeza es simplemente una serie de piezas
bucales articuladas sobre un segmento basado. Estas son un hipostoma, dos
queliceros y dos palpos articulados en la base del capitulo. El aparato completo
se denomina capitulum. El hipostoma esta armado con dientes curvos y sirven
para permitir el anclaje de la garrapata. Los queliceros estan dispuestos a lo
largo de las lineas de las pinzas dentadas y presentan denticulos méviles en
sus puntas, denominados quelas, los cuales sirven para perforar el orificio en el
gue la garrapata introduce el hipostoma. Los palpos son estructuras sensoriales
gue permanecen en la superficie de la piel. Los machos de Rhipicephalus
Sanguineus tienen uno o dos pares de placas prominentes a ambos lados del

ano. El borde posterior del cuerpo esta adornado por series regulares de areas



rectangulares denominados festones por su similitud a una guirnalda decorativa

de las que se cuelgan formando curvas entre dos puntos (figura 2). ¢®

Figura 3.- morfologia de R. sanguineus

4.3.2. Ciclo de vida

Los acaros en general tienen estados de desarrollo bien definidos que
son: huevo, larva, ninfa y adulto, separados por mudas. Por ello, muchas
garrapatas tienen un ciclo vital de tres huéspedes y cada estado activo (larva,

ninfa y adulto), abandona al huésped para mudar y alcanzar el siguiente. 2

Cada etapa debe buscar un anfitrién (figura 3), en un entorno doméstico
esto puede resultar en la alimentacion en el mismo perro (si hay sé6lo uno o
varios perros), pero hay una oportunidad de que la misma garrapata se

alimente de tres anfitriones diferentes. ©®

La hembra adulta después de alimentarse abandona al hospedador y
luego de cuatro o cinco dias en el suelo pone de 2000 a 4000 huevos, estos

evolucionan en un periodo de 17 y 30 dias, es necesario que pase un perro
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para que la larva, suba, se alimenta tres o cuatro dias y baja al suelo, paredes,
escombros, etc, se transforma en metalarva y luego a ninfa, aqui busca al
segundo huésped, sube y se alimenta tres o cuatro dias y baja huevamente, a
las paredes, suelo y escombros, etc, y mudan a metaninfas donde se
diferencian en machos y hembras, buscan al tercer huésped, suben, se
alimenta durante cinco o seis dias se produce la copula y abandona al huésped,
esta es al hembra que baja y pone huevos, reiniciando el ciclo, el cual dura en
total dos y tres meses depende de los estadios moviles, es decir larvas, ninfas y
adultos, que pueden tener largos periodos de sobrevivencia en ayunas (larva
253 dias, ninfa 183 dias, adulto 568 dias). Las caracteristicas del ciclo de vida
de las garrapatas le permiten diseminarse muy rapido y mantenerse por mucho

tiempo en un lugar aun en ausencia de animales. ®®
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Figura 4.- ciclo de vida de Rh. Sanguineus

4.2.3 Alimentacién

Una vez en el perro, Rh. sanguineus utiliza sus queliceros para perforar
la piel del anfitrion y luego inserta su hipostoma y queliceros en la epidermis del
huésped, en ocasiones alcanza las capas superiores de la dermis. La garrapata

ingresa los patdégenos en su organismo al alimentarse de un hospedador
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infectado, éstos llegan al epitelio intestinal y penetran en la cavidad corporal de
la garrapata (el hemocele) acompafados del agua y de los iones en exceso que
son aprovechados por las glandulas salivares para formar la saliva que sera de
nuevo inoculada, en ese o en otro hospedador, permitiendo la transmisién de
los agentes infecciosos ingeridos con la comida. Existe una transmision
transestadial de los patdgenos vehiculizados por las garrapatas, de tal manera
gue una infeccién adquirida en el estadio de ninfa se mantendra hasta el adulto,
pudiendo infectar a mas de un huésped a lo largo de su desarrollo. La
transmision transovarica, desde la garrapata hembra a su progenie, no juega un
papel importante en la transmisién natural de las enfermedades ehrlichiales.
Las garrapatas macho pueden tomar la sangre de mdultiples las comidas. De
hecho, se ha demostrado que las garrapatas machos previamente unidos a un
perro pueden pasar a otro cohospedero perro y se alimentan de él. Ademas, las
garrapatas machos pueden permanecer durante largos periodos de tiempo en
el anfitriéon. Los adultos de R. sanguineus son capaces de sobrevivir sin
alimentarse hasta 568 dias y pueden transmitir E. canis hasta 155 dias tras
haberla ingerido, lo que nos muestra su gran potencial, aunque no exista

transmision transovarica del patégeno, tanto como vector tanto como reservorio.
(6)

4.2.4. Fijacion

Las garrapatas Rhipicephalus sanguineus garrapatas pueden fijarse en
todo el cuerpo del perro, pero la cabeza (sobre todo en las orejas), espacios
interdigitales, espalda, region inguinal, y la axila (Figura 4) se encuentran entre
sus sitios de unién preferidos. Aunque las garrapatas Rhipicephalus tienen un
hipostomacorto y se fijan de manera mas superficial, en comparacion con otras
garrapatas (por ejemplo, la mayoria de las especies de Amblyomma e ixodes),
pueden adherirse firmemente a la piel del huésped. Durante la fijacion, la
garrapata segrega una sustancia similar al cemento, que forma un cono en la

superficie de la epidermis que se extiende hasta el estrato cérneo. ©
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4.2.5 Apareamiento

Rh. Sanguineus alcanza la madurez sexual y se aparea Uunicamente en el
anfitrion. Aunque la hembra puede comenzar a alimentar incluso en ausencia
de un macho, no va a ser completamente congestionada a menos que se
apareen. En efecto, la ingestion de sangre es un importante estimulo para la
espermatogénesis en los machos y de la ovogénesis en las hembras. Durante
el apareamiento, el macho se sube el dorso de la hembra y se arrastra a su
superficie ventral, de pie en la yuxtaposicidn (vientre a vientre) con ella.
Entonces, el macho estimula la abertura genital femenino (gonoporo), mediante
la insercién de las puntas de su queliceros en ella. Poco después, el macho
transfiere el espermatéforo (una doble pared, el saco lleno de espermas) a la
apertura genital de la hembra con la ayuda de sus partes de la boca. El
espermatoéforo luego se fija en el tracto genital de la hembra. Alrededor de 24
horas después de la cépula, una capsula completa de espermatozoides
maduros (spermiophores) se encuentran en el seminisreceptaculumde las

hembras copuladas. ©

T

Figura 5.- Areas de fijacion predilectas de Rh. Sanguineus en perros.
4.2.6 Importancia en la salud publica

Las garrapatas son vectores de enfermedades transmisibles a los

animales y los seres humanos. Se considera que las garrapatas estan sélo por

13



detrdas de los mosquitos como vectores de enfermedades humanas. Son
parasitos obligados, y mientras se alimentan pueden transmitir una amplia
gama de agentes patdégenos, como bacterias, espiroquetas, rickettsias,

protozoos, virus, nematodos, y las toxinas.

Las enfermedades transmitidas por garrapatas mas comunes de
transmision a los seres humanos incluyen la enfermedad de Lyme, ehrlichiosis,
babesiosis, la fiebre maculosa de las Montafias Rocosas, la fiebre de Colorado,
tularemia, fiebre Q, paralisis por garrapatas, la fiebre manchada y la encefalitis.
Las garrapatas también pueden facilitar las infecciones secundarias, y las
proteinas en la saliva pueden desarrollar reacciones alérgicas. Las garrapatas
pueden ser un riesgo zoondético, ya que, no soélo pueden ser encontrados al aire
libre, sino también en los hogares, en los que pueden entrar en contacto con los
seres humanos, mientras que la busqueda de condiciones ambientales

favorables para subsistir. ¢

5.- PATOGENIA
Los agentes patdgenos de los géneros Anaplasma y Ehrlichia se

transmiten por ixédidos que inicialmente se alimentan de un animal infectado v,
a continuacién, después de la transmision interhospedador, se alimentan de un
humano o animal sensible. Esta transmision refleja un desarrollo complejo
dentro de la garrapata. Tras la adquisicion inicial por alimentacion y la ingestion
de la harina de sangre en el lumen del intestino medio, la bacteria entra en el
intestino medio del epitelio células y sufre una primera ronda de replicacién
dentro de una vacuola unida a la membrana. Esto es seguido por la invasion y
migracion hacia glandulas salivales. Una segunda ronda de la replicacién en las
células acinares de las glandulas salivales, al parecer depende de la
reanudacion de la alimentacion de las garrapatas en un huésped mamifero, es
seguida por la transmision a través de la saliva. Aunque este ciclo de desarrollo

basico es ampliamente conservado por Anaplasma y Ehrlichia spp., También
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es evidente que no todas las cepas de los patdgenos tienen la misma eficiencia

al realizar la transmisién. "

La infeccibn por Ehrlichia spp. se produce tras la picadura del
hospedador por una garrapata hematéfaga. La propia picadura provoca
inflamacion y liberacion de mediadores quimicos que, a su vez, producen una
quimiotaxis positiva de células inflamatorias. Este efecto inflamatorio favorece la
infeccion por Ehrlichia spp., ya que cuanto mayor sea el nimero de granulocitos
o monocitos/macrofagos en el punto de inoculacion, mayor probabilidad de
infectar estas células. Tras un periodo de incubacién que, segun diversos
estudios, puede variar de ocho a veinte dias, se produce la diseminacién de los
agentes ehrlichiales por la circulacion sanguinea vy linfatica. El potencial
patogénico del organismo se ve favorecido por la movilidad de los macréfagos

que pueden diseminar la infeccién por todo el organismo. %

Una vez que llega al torrente sanguineo, Ehrlichia canis se multiplica en
células mononucleares circulantes, las células infectadas son transportadas via
sanguinea a otros 6rganos, especialmente pulmones, rifiones y meninges
produciendo una serie de alteraciones fundamentalmente en la red vascular y el
cuadro hematoldgico (cuadro 4). En las células infectadas se adhieren al
endotelio, produciendo vasculitis e infeccion en el tejido subendotelial. Se
presenta una trombocitopenia en los animales infectados debido a un mayor
consumo, secuestro y destruccion de plaquetas. La anemia observada en
algunos casos se debe a una supresion en la produccion de eritrocitos y mayor

destruccion de éstos, siendo el nimero de leucocitos variable. (13)
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Cuadro 4.- Resumen de la patogenia de la ehrlichiosis canina

Alteraciones en
red vasculary
cuadro
hematoldgico

6.- RESPUESTA INMUNE A LA ENFERMEDAD

Mordedura
garrapata
Animal *Replicacién .
infectado —> bacteriana en —>  Animal sano
endotelio intestinal
Invasion y
migracion a
i -
Inflamacién y Quimiotaxis
liberacion de positiva de Incubaciéon (8-
mediadores células 20 dias)
quimicos inflamatorias
Vv
Diseminacion en Multiplicacién linfeccion a
circulacion de células drganos
sanguineay mononucleares (pulmones,rifion
linfatica circulantes | es,meninges)
i

El cuadro clinico y las lesiones generadas en el curso de la ehrlichiosis
son consecuencia directa tanto de la propia infeccién bacteriana, como de la
respuesta inmune desencadenada por el hospedador. La excesiva produccion
de anticuerpos en presencia de una respuesta celular disminuida tiene un papel

fundamental en la patogenia de la enfermedad. ®
6.1. Respuesta inmune en fase aguda
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Muchos hallazgos sostienen la idea que la respuesta inmune juega un
papel muy importante en la patogénesis de la ehrlichiosis monocitica canina
aguda (EMC). La fiebre y algunos signos clinicos inespecificos (depresion,
anorexia) observados en los perros infectados son causados por el incremento
en la produccion de interleucina-1 (IL-1) por células presentadoras de antigeno,
células B o por productos pirégenos exégenos de la bacteria. *©

La activacion de células T fue propuesta en la patogénesis de la EMC,
siendo necesaria en la interaccion de la respuesta humoral y celular para una
efectiva destruccion de la bacteria. Posteriormente, se sugirié que la respuesta
celular es el mas importante componente del sistema inmune que provee
proteccion contra E. canis. La respuesta inmune humoral al parecer no juega un
rol importante en la proteccion contra E. canis e inversamente ha sido

propuesta como contribuyente de la patogénesis de la enfermedad.

a) Inmunidad humoral
La inmunidad humoral estd mediada por linfocitos B. Cada linfocito B

estd programado para elaborar un Unico tipo de anticuerpo, que coloca en su
superficie externa para que actue como receptor. Cuando un antigeno penetra
en el organismo, se unira a aquellos receptores (anticuerpos) en los que encaje
bien. Los linfocitos B, cuyos receptores han fijado antigeno, reciben una sefial y
se convierten en células plasmaticas, capaces de producir numerosos
anticuerpos idénticos a aquel que portaban en su superficie. A su vez, los
linfocitos B sufren un proceso de expansion clonal, multiplicAndose en elevado
namero para elaborar anticuerpos especificos para ese antigeno en suficiente
cantidad. Los anticuerpos pueden inactivar antigenos extracelulares o recubrir
patdgenos bacterianos marcandolos para su posterior destruccion por células
del tipo NK. La vida intracelular de las bacterias es un mecanismo protector
frente a los anticuerpos, que carecen de poder de penetracion al interior de las

células. Por ello la respuesta inmune de tipo celular es el mecanismo defensivo
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por excelencia, aunque no exclusivo, frente a bacterias intracelulares

obligadas.®®

Una de las causas de la intensa respuesta humoral generada por las
distintas especies ehrlichiales podria ser esta capacidad de recombinacion
génica, que permitiria al agente causal variar los epitopos superficiales
inmunogénicos para evitar las defensas del hospedador e inducir la produccion

de numerosos anticuerpos y la persistencia de la infeccién. %

b) Inmunidad celular
Las células T, las citoquinas solubles y las células NK son los principales

responsables de la proteccion frente a las infecciones por patégenos
intracelulares. Para la activacion de células T, estas necesitan contactar con el
antigeno que portan las células presentadoras de antigeno (monocitos y
macrofagos) en su superficie. Para ello tiene un receptor antigeno-especifico
(TCR) como parte integrante de su membrana celular. Para reconocer el
antigeno, los linfocitos T necesitan que éste sea presentado en la superficie de
una célula acompafiado de un marcador de superficie celular que informa al

linfocito T de estar haciendo contacto con dicha célula. 6

Se ha determinado la importancia de los linfocitos T CD8+ los cuales se
incrementan en la sangre periférica de perros infectados con E. canis. El
incremento de los linfocitos T citotoxicos y las células asesinas naturales
(Natural killer) ocurre durante la infeccion como consecuencia de la citotoxicidad

mediada por células. V

6.2. Respuesta inmune en fase subclinica
Actualmente, no se han realizado muchos trabajos utilizando modelos

animales (roedores), para obtener mayor informacion acerca de la ehrlichiosis
subclinica o fase persistente. Para E. canis la inmunidad protectiva es
mantenida primariamente via la respuesta inmune celular antes que la
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respuesta inmune humoral, siendo la respuesta humoral la que predomina en
esta etapa. La etapa subclinica puede ocurrir en perros infectados con E. canis
de manera natural o en animales infectados después de un corto periodo de

tratamiento antibiético insuficiente. ©

Debido a que el IFN-gamma es crucial para la eliminacion en la etapa
aguda de los agentes ehrlichiales, E. chaffeensis es capaz de establecer una
infeccion persistente (periodo subclinico) en ratones experimentalmente
infectados con el gen CMH-II nhoqueado, en otras palabras con la activacién de

células T CD4+ anulada. *V

El cese de la actividad de replicacion de las ehrlichias arrestadas en el
bazo y médula 6sea principalmente, permite que no se desencadene respuesta
celular alguna, es decir el organismo no identifica al patdgeno intracelular, lo
que persiste es la produccion inespecifica de anticuerpos, en otras palabras el
sistema ha quedado marcado para producir anticuerpos antiplaguetarios,
antiehrlichiales y antieritrociticos, lo cuales mantienen las alteraciones

hematolégicas (trombocitopenia y anemia hemolitica). ¥

6.3. Vulnerabilidad inmune ligada a la cronicidad
Las condiciones para presentarse la fase crénica no estan bien

comprendidas aun, pero se cree que asi como en la etapa aguda y subclinica el
estado inmunoldgico del animal tenga gran importancia para la manifestacion
de esta etapa. Asi también, factores como susceptibilidad racial, condiciones de
stress, coinfecciones con otros pardsitos, localizacién geografica, la especie del

agente o constantes reinfecciones en el animal pueden estar involucrados. ®

En esta etapa de la enfermedad se presenta dafio medular,
principalmente cuadros de aplasia medular en los casos graves. Esta lesidon
cronica a nivel de medula 0sea es probable que sea producto del depdsito de
inmunocomplejos, asi como de la destruccion de las células precursoras

sanguineas por parte del sistema inmune. De este modo, se destruyen
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lentamente las células hematopoyéticas, cuyo estimulo induzca la proliferacién

de tejido fibroso.

Se desconocen aun los mecanismos inmunoldgicos en esta etapa de la
enfermedad, pero se sospecha que las respuestas celular y humoral estan
seriamente afectadas debido a la deplecion de las poblaciones celulares
circulantes. Se sabe que los anticuerpos circulantes en las Ultimas etapas de la
fase cronica tienden a caer a niveles muy bajos. Esto podria entenderse como

una reaccioén debido a la ausencia de células productoras de anticuerpos. ©

7.- METODOS DE DIAGNOSTICO

El diagnostico de una infeccidbn por Ehrlichiaspp.puede realizarse
utilizando métodos visuales, serolégicas y moleculares. Ehrlichiosis canina es
una enfermedad potencialmente fatal, y el diagndstico no se puede hacer en
base a los signos clinicos o serolégicos resultados por si solos. Los signos
clinicos pueden variar entre diferentes &reas geograficas regiones, y la
serologia no distingue entre infeccidon actual y una exposicion previa a la
Ehrlichia, mientras que PCR puede indicar una infeccion activa. Por lo tanto, la
evaluacion de las manifestaciones clinicas, la evaluacion seroldgica y molecular

las pruebas son muy importantes para el diagnéstico preciso de ehrlichiosis.

7.1 Diagnostico clinico
La ehrlichiosis monocitica canina (EMC) se presenta en las fases

agudas, subclinicas y crénicas, y esta infeccidbn puede causar una amplia
gamma de signos clinicos, que varian incluso dentro y entre distintas
localidades geogréficas, esto depende tanto de la dosis infectante, raza del
perro infectado, el estado inmunolégico al momento de la infecciéon, como de

otras enfermedades concomitantes. &

a) Signos clinicos en fase aguda
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La EMC aguda comienza aproximadamente 10 dias post-infeccién (dpi)
con E. canis y la sintomatologia suele ser poco especifica, puede involucrar
anemia, anorexia 0 apetito caprichoso, ataxia, conjuntivitis, depresion, fiebre,
pancitopenia, secrecion ocular y vomitos, apatia, decaimiento, pérdida de peso,
linfadenomegalia, esplenomegalia.También puede aparecer edema de
extremidades o de escroto, con signos clinicos durante 20 a 30 dpi. ¥

Otro signo incluye hemorragias. Las hemorragias en la infeccion
(petequias y equimosis en piel y mucosa, hematuria, melena, hemorragias
retinianas o conjuntivales, ademas de la epistaxis, siendo este ultimo el mas
frecuente), se consideran signos tipicos de la enfermedadocurren sobre todo
debido a la disminucion en el recuento de plaquetas sumado a una inhibicion en
la agregacion plaquetarias debido al desarrollo de anticuerpos contra las
glucoproteinas propias de las plaquetas. ‘©

Ademas se presenta dolor muscular severo de cuello y espalda, tos. Hay
hepatomegalia. Si no se diagnostica la enfermedad en fase aguda, esta
progresa a la fase subclinica en la que solo se encuentran alteraciones
laboratoriales. En algunos casos los signos pueden ser muy leves, pasando
practicamente desapercibidos.®”

Las manifestaciones respiratorias, oculares y cutdneas suelen ser mas
habituales en la fase crénica, aunque también se han descrito en la fase aguda.
Estas manifestaciones respiratorias se caracterizan por la presentacion de
exudado mucopurulento acompafiado en ocasiones de disnea y tos. La disnea
puede también ser debida a la existencia de anemia severa. Los signos
oftalmolégicos suelen ser mas frecuentes en la fase cronica de la enfermedad,
habiéndose descrito uveitis anterior, fotofobia, conjuntivitis, opacidad corneal e
hipema. Mas raramente se puede presentar retinitis difusa, desprendimiento de
retina, hemorragia subretiniana y neuritis Optica. Se ha descrito también la
aparicion de ceguera aguda en casos de ehrlichiosis monocitica canina. Estos

cuadros  oftalmolégicos graves parecen estar asociados a la
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hiperviscosidadsanguinea secundaria a la gammapatia monoclonal presente en
algunos casos de ehrlichiosis. Si bien la Unica sintomatologia cutdnea
relacionada con la ehrlichiosis hasta hace poco tiempo era la aparicion de
equimosis y petequias, Sainz en 1996 describe una incidencia relativamente
elevada de problemas cutdneos asociados a la ehrlichiosis, que pueden variar
desde la mala calidad del pelo hasta la aparicion de dermatitis alopécicas con

eritema y descamacion que remiten tras el tratamiento.

Los signos neuroldgicos, que pueden ser ocasionados por meningitis
debida a trastornos inflamatorios (meningitis linfoplasmocitica) o por
hemorragias en sistema nervioso. Los signos mas frecuentes son convulsiones,
ataxia, estupor y sindrome de neurona motora superior o inferior, disfuncién
vestibular aguda central o periférica. En algunos casos se ha observado
mérulas en células del LCR. @

El dafio renal es evidente, ademas los rifiones son altamente sensibles a
las vasculitis inmunomediadas por el depdsito de complejos inmunes en el
glomérulo produciendo consecuentemente glomerulonefritis, similar a la que se
presenta en la leishmaniosis, la que conlleva a la insuficiencia renal aguda,
presentandose signos caracteristicos, tales como proteinuria y azotemia. Esta

ultima debido a los niveles elevados de NUS y creatinina en la sangre. ©

b) Signos clinicos en fase subclinica
Tras la fase aguda de la ehrlichiosis, los animales pasan a un estado

subclinico que puede establecerse durante afios y en el que, en ausencia de
sintomatologia clinica, el agente permanece en 6rganos como bazo y médula
Osea. La fase subclinica de la enfermedad aparece a las 6-9 semanas de la
infeccion y puede durar de 1 mes a 5 afos. Esta fase se caracteriza por
ausencia de sintomatologia con o sin presencia de alteraciones hematologicas
(como anemia, trombocitopenia y leucopenia) y por titulos elevados de

anticuerpos humorales. Durante esta fase pueden ocurrir tres supuestos: los

22



animales se recuperan espontaneamente, son tratados y eliminan la infeccién o
pasan a la fase cronica de la enfermedad. No se conocen muy bien los
mecanismos o factores que transforman infecciones subclinicas en un estado

crénico. Y

c) Signos clinicos en fase crénica
Las condiciones por las que se desarrolla la fase cronica de la infeccion

son desconocidas y pueden estar relacionadas con la raza, el estado
inmunitario del individuo, condiciones de estrés, coinfeccion con otros parasitos
o reinfecciones persistentes. Factores individuales de los pacientes asociados
con la resistencia o susceptibilidad a la enfermedad clinica, probablemente

relacionados con su sistema inmune, deben ser determinados todavia.®

Parece ser que situaciones de estrés o de inmunosupresion son capaces
de desencadenar un cuadro clinico tras una prolongada fase subclinica. Sin
embargo, en el curso de infecciones experimentales y durante la fase aguda de
la enfermedad, un estado de inmunosupresidn ni previene ni modifica

significativamente las manifestaciones clinicas de la ehrlichiosis. ©

La participacion de mecanismos inmunomediados en la patogenia de la
enfermedad es, si cabe, mas acusado en la fase cronica de la misma. La
gravedad de la fase cronica se ha asociado a la trombocitopenia y al grado de
aplasia medular. La hipoplasia de médula 6sea observada en fases cronicas
puede ser el resultado de la infeccion persistente que promueve el fallo o
supresion de las células madre pluripotenciales y puede estar
inmunoldgicamente mediada, habiéndose observado infiltrados plasmocitarios

en la médula 6sea. Y

En casos cronicos es posible observar signos clinicos inespecificos,
como en el trastorno agudo. Ademas, las tendencias hemorragicas, la
linfoadenopatia, la esplenomegalia, las anormalidades oculares y las

infecciones secundarias se consideran indicadores de ehrlichiosis crénica. *©
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La epistaxis se observa en un 50% de los casos en esta fase y es
considerada como distintivo de la enfermedad. La tendencia hemorragica
reflejada a nivel de mucosas, retina, piel abdominal o en cualquier otro 6rgano,
es una secuela comun de la infeccién cronica pronunciada debido al persistente

numero bajo de plaquetas circulantes (figura 5y 6). %

Otros sintomas que se pueden presentar, con menor frecuencia en la
fase cronica, son de tipo neurolégico (ataxia, sindromes de neurona motora
superior e inferior, hiperestesia generalizada, polineuropatia periférica, e incluso
convulsiones), digestivo (hematemesis y de sangre en heces, mas
recientemente se han descrito procesos diarreicos de intestino grueso),
locomotor (cojeras intermitentes con marcha rigida secundaria a poliartropatia.
La enfermedad articular puede ocurrir por hemartrosis o deposito de complejos
inmunitarios con la consiguiente artritis y derrame neutrofilico en la articulacion,
casi todos los casos de poliartritis se han relacionado con la infeccion por E.
ewingii), urinario (glomerulopatiainmunomediada que produce una insuficiencia
renal) y reproductor (hemorragias petequiales en mucosa genital y edema de
escroto. En hembras se ha asociado con ehrlichiosis la presencia de sangrado
prolongado durante el proestro y el post-parto, infertilidad, abortos y muerte

neonatal. ¢”
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Figura 6.- hemorragias cutaneas puntiformes (petequias) en region
costoabdominal.

Figura 7.- hemorragias cutaneas (eritema) en region inguinal.

d) Diagnostico diferencial
La gran variedad de signos clinicos con los que puede cursar la

ehrlichiosis, hace que el diagnostico diferencial deba incluir muy variadas

patologia. No obstante, la que con mas frecuencia se puede confundir don
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ehrlichiosis, es la leishmaniosis canina, debido a la similitud con muchos de sus
sintomas (hemorragias, apatia, linfadenopatia, pérdida de peso, uveitis, etc.),
especialmente en animales con hiperproteinemia. También se debe descartar
otras enfermedades transmitidas por garrapatas como la babesiosis o la
hepatozoonosis, por la similitud tanto de sus vectores como en ocasiones, de su

sintomatologia. También debe diferenciarse de leptospirosis.

Otra patologia con sintomatologia y alteraciones en la analitica
sanguinea similares es el lupus eritematoso sistémico. En ehrlichiosis, a pesar
de la gran cantidad de autoanticuerpos producidos no se han encontrado
anticuerpos antinucleares, caracteristicos del lupus eritematoso sistémico. La
presencia de linfocitosis granular o la afectacion de la médula 6sea podria
confundirla con procesos neoplasicos como el mieloma, la leucemia linfoblastica

aguda o la leucemia linfocitica crénica

7.2 DIAGNOSTICO LABORATORIAL
a) Microscopia de luz-frotis

La microscopia de luz-frotis informaciéon acerca del numero y forma de
las células sanguineas; se realiza con tincibn eosina - azul de
metileno.Ehrlichia spp. Se replica dentro de una vacuola unida a la membrana
(es decir, morula) que a veces se puede observar por microscopia de luz con
frotis sanguineos, en el interior monocitos (E. canis y E. chaffeensis) o
granulocitos (E. ewingii). Su resultado se puede confundir con cuerpos de
Dohle, granulaciones toéxicas, bacterias fagocitadas, detritos, plaquetas

superpuestas, y sindromes como Chediak-Higashi.®V

La evaluaciéon microscoépica de cuerpos de inclusién en frotis sanguineos
resulta una técnica rapida, sencilla y econOmica, sin embargo,
aproximadamente sélo en un 4% de los casos agudos es posible demostrar la
morula intracitoplasmatica de E. canis, mientras que para las demas especies

no se reporta la eficacia de la prueba. En el caso del aislamiento in vitro de
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Ehrlichia, E. canis y E. chaffeensishan logrado cultivarse en la linea celular
macréfago-monocitica canina DH82, derivada de un caso de histiocitosis
maligna canina; sin embargo, E. ewingiino ha sido posible de aislar hasta la
fecha. Desventajas importantes del aislamiento en cultivo celular, son la
necesidad de experiencia técnica y periodos prolongados de hasta 34 dias para
la obtencién de resultados, lo que convierte a esta técnica en un proceso

costoso, laborioso e impractico para el diagnostico oportuno de la enfermedad.
(26)

b) Examen hematoldgico
La trombocitopenia es el hallazgo hematolégico mas comun y consistente

en la EMC aguda. Un aumento concurrente y significativo del volumen medio de
plaguetas es también usualmente visto, reflejando una trombopoyesis activa. En
la fase aguda de la enfermedad es comun la leucopenia y la anemia moderada
(usualmente normocitica, normocrémica, no regenerativa). La trombocitopenia
moderada es un hallazgo comudn en la fase subclinica de la enfermedad. Puede
haber un descenso en el nimero de los neutrdéfilos. Los parametros eritrociticos
no son afectados normalmente en esta etapa de la enfermedad. La
trombocitopenia severa, leucopenia y anemia se presentan mas comunmente
durante la fase crénica de la EMC. La pancitopenia severa es la caracteristica
de la fase crénica grave y que ocurre como resultado de una médula 6sea

hipocelular suprimida.©?

En sangre periférica se observan en agrupaciones bacterianas
intracitoplasmaticas denominadas “formas densas” (0.2- 0.4 mm) y “formas
ligeras” (0.8-1.5 mm), siendo éstas Ultimas asociadas a cepas de mayor

patogenicidad.*?

c) Bioquimica sanguinea
Las principales anormalidades bioquimicas vistas en los perros

infectados con EMC son la hipoalbuminemia, hiperglobulinemia e
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hipergamaglobulinemia. La electroforesis proteica sérica usualmente revela
gamapatiapoliclonal, sin embargo, en raras ocasiones los perros infectados
pueden presentar gamapatia monoclonal la cual puede ser mal diagnosticada
como paraproteinemia. Los perros con pancitopenia presentan una significativa
baja concentracion de proteinas totales, globulinas totales y concentracion de
gammaglobulina en comparacion con perros sin esta anormalidad. La baja
concentracion de gammaglobulinas asociada a la pancitopenia sugiere que el
estado inmune del animal pancitopénico infectado con E. canis esta mas
comprometido y, por lo tanto, las infecciones secundarias pueden ocurrir mas
frecuentemente en estos perros. Un aumento transitorio moderado en la

actividad de la aminotransferasa y de la fosfatasa alcalina pude presentarse. ¢

d) Analisis de orina

En el uroanalisis las dos alteraciones mas frecuentes son la proteinuria y
la hematuria. La densidad especifica de la orina se encuentra disminuida, asi
como en pacientes inmunocomprometidos es posible la aparicién de infecciones
secundarias con bacteriuria. Experimentalmente se observa una perdida
méaxima de proteinas urinarias, en especial de albumina, 2 ¥2 a 3 Y2 semanas

después de la inoculacién y se resuelve de semanas después de la infeccion.
(11)

e) Pruebas seroldgicas
1. Inmunofluorescencia
Las pruebas de inmunofluorescencia pueden utilizarse para detectar

anticuerpos o para detectar la presencia de un patégeno. En ambos casos la
reaccion finaliza mediante la adicion de un anticuerpo conjugado a una
sustancia fluorescente, habitualmente fluoresceina. Estas pruebas son muy
sensibles pero su interpretaciéon tiene un alto grado de subjetividad. Las
pruebas de inmunofluorescencia presentan dos variantes, directa (deteccion de

antigeno) e indirecta (deteccién de anticuerpo) (figura 7). “?
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INMUNOFLUORESCENCIA DIRECTA

1. Corte o impronta 3. Anticuerpo
(Ag desconacido) conjugado con FITC 5. OBSERVACION

(reactivo) . .
Microscopio
/ fondo oscuro-Luz

uv

|\ Incubacién

2. Fijado con acetona
. . Lavado

INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

2. Suero problema 4. Antiglobulina 6. OBSERVACION
conjugada con FITC Microscopio fondg
) (reactivo)

1. Extendido de

cultivo celular 5. Lavado

Figura 8. Variantes de la prueba de inmunofluorescencia

La deteccidn de anticuerpos de E. canis se puede realizar el método de
inmunofluorescencia indirecta (IFI), que es la prueba serolégica mas
ampliamente utilizado para el diagnéstico de la infeccion con E. canis. La
prueba de IFI ha sido considerada la prueba estandar de oro para la deteccion y
titulacion de anticuerpos de E. canis, se ha utilizado para evaluar otros ensayos
de diagnéstico. Sin embargo, el IFA sélo puede realizarse en laboratorios
especializados por personal calificado para evitar que los resultados puedan ser
leidos de manera subjetiva. Ademas, la prueba IFI es lenta, engorrosa para
analizar muestras mudltiples simultaneamente, y no es una técnica facil de
realizar en un laboratorio estandar. Otras de las desventajas que presenta esta
prueba es que detecta anticuerpos de infeccion y exposicion, la persistencia de

anticuerpos pos infeccion, su reaccion cruzada (es una prueba cuantitativa) .Por
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estas razones, los otros ensayos seroldgicos para el diagndstico de infeccidon
por E. canis en perros necesitan ser desarrollados.®*

2. Ensayo de inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA)
En el analisis inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) las

reacciones cruzadas entre los anticuerpos a las especies de Ehrlichia es
frecuente. Ocho de las principales proteinas inmunorreactivas de E. canis han
sido identificadas por inmunotransferencia; y la mayoria también se han
caracterizado molecularmente en E. chaffeensis, incluyendo p28/30, gpl40,
GP200, gp36, gpl9, asi como divergentes genéticamente heterdlogas (p28,
gpl120, GP200, gp47 y VLPT, respectivamente). gp36 y gpl9 de E. canis
obtienen las respuestas tempranas de anticuerpos y especies especificas de
anticuerpos reactivos, que también ha sido demostrado con GP200 (N terminal,
P43) y gp140. Muchas de estas proteinas principales inmunorreactivas parecen
ser antigenos utiles para un inmunodiagndstico, incluyendo p28/p30, los gp140,
GP200, y MAP2, comercialmente se ha desarrollado una prueba de ELISA para
la diagnostico de CME sobre la base de la reactividad de anticuerpos a dos
péptidos p30 de E. Canis. Esta prueba (Snap 3DX) tiene un una alta
especificidad en comparacién con los resultados de IFA cuando los sueros se
utilizan se obtienen de perros infectados de forma natural y experimentalmente,
pero su sensibilidad con sueros que contienen bajos titulos de anticuerpos
(<320) sigue siendo cuestionable. Un ELISA recombinante MAP2 E. canis ha
demostrado altos grados de sensibilidad y especificidad, pero ninguna de estas
ELISA es capaz de distinguir las infecciones causadas por E. canis y E.

chaffeensis.®

Las pruebas seroldgicas presentan varias desventajas: los anticuerpos
IgM e 1gG no son detectables hasta por lo menos 1-3 semanas después de la
infeccion, y se producen reacciones cruzadas entre las especies de Ehrlichia.

Ambos de estos factores a veces pueden hacer un diagnéstico diferencial dificil.
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Alternativamente, el uso de aislamiento en cultivo celular (CCl) para la
deteccion de E. canis en sangre de los perros infectados es sensible y
especifica. Sin embargo, el ICC requiere 1-4 semanas para obtener resultados,

lo que limita su utilidad como una herramienta de diagnéstico rapido.®®

Las técnicas seroldgicas han sido ampliamente utilizadas en el
diagnéstico de ehrlichiosis debido a que son pruebas altamente sensibles; sin
embargo, presentan la desventaja de que Unicamente evidencian un contacto
con el agente sin determinar la existencia de la enfermedad o incluso la
presencia o ausencia actual del agente en el animal. Otra desventaja importante
en el diagnostico seroldgico, es el alto grado de reaccidon cruzada existente
entre E. canis, E. chaffeensisy E. ewingii; que dificulta la diferenciacion entre
especies y para el caso de E. ewingii, no existen pruebas especificas
disponibles, por no haberse logrado aln ningun aislamiento del agente en

cultivo celular.®®

f) Pruebas moleculares
1. Reaccion en cadena de la polimerasa
El avance en la investigacion ha contribuido a mejorar las técnicas

diagnésticas para esta enfermedad, detectandose secuencias especificas del
gen ADN ribosémico 16S del microorganismo causal, mediante técnicas como

la reaccién en cadena de la polimerasa anidada y RT-PCR.™"

El gen 16S rRNA de E. canis fue secuenciado parcialmente en 1996,
revelando 1433 pb. La secuencia fue terminada en 2007 y ha sido descrita y
depositados en GenBank bajo el nimero de CP000107. La secuencia completa
del genoma revela que E. canis tiene un Unico cromosoma circular de
1,315,030pb que codifica para 925 proteinas, que puede estar asociada con las

interacciones huésped-patégeno.®
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La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica molecular
basada en las propiedades bioquimicas del ADN, asociadas a la composicion y
secuencia de nucleédtidos. La PCR emplea segmentos cortos y simples de
nucleotidos, llamados cebadores (pueden ser genéricos o especie- especifico),
cuyas secuencias son complementarias de las secuencias del ADN del
organismo que se investiga. PCR es el método molecular mas comun para
diagnosticar Ehrlichia spp, particularmente en perros con enfermedad aguda
con signos clinicos que pueden preceder a una respuesta medible de

anticuerpos.®

Diversos estudios han mostrado a la técnica de PCR como un método
efectivo y extremadamente sensible para la deteccion de especies de Ehrlichia,
incluyendo a E. ewingii. La técnica de PCR convencional basada en la
amplificacion de regiones del gen 16S ARNrde Ehrlichia ha demostrado
efectividad en muestras de sangre de humanos y perros, con un limite de
deteccion de 20 pg para ADN de E. canis extraido de células DH82 infectadas,
y se han obtenido aln mejores resultados, utilizando una técnica de PCR tipo
anidado, que ha incrementado la sensibilidad de la prueba hasta 0.2 pg de
ADN. Ademas, la técnica de PCR tipo anidado ofrece la ventaja de poder
determinar las especies E. canis, E. chaffeensisy E. ewingiiutilizando el mismo
producto de la primera reaccién. Esta técnica de PCR anidada, ha demostrado
ser util para el diagnéstico de ehrlichiosis en distintas partes del mundo como
Israel, Espafa, Estados Unidos y México, ya sea para diagnosticar los agentes

en muestras de humanos, venados, perros, garrapatas y coyotes.®

La amplificacion de los cebadores permite la identificacion del ADN
bacteriano. Los cebadores y otros reactivos necesarios para que se produzca la
reaccion en cadena de la polimerasa se afiaden a un volumen de solucién que
contiene ADN representativo de la muestra de estudio, incluido ADN del
hospedador y del microorganismo que se busca. La muestra puede ser
cualquier tejido del hospedador que pueda portar al agente investigado.*®
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Los cebadores utilizados para detectar Ehrlichia pueden ser genéricos o
especie especificos. Los cebadores genéricos detectan muchos de los grupos
de organismos dentro del mismo género, mientras que los cebadores
especificos disefiados para amplificar porciones altamente variables del
genoma pueden ser elegidos para identificar s6lo una especie particular de
organismo. El protocolo de PCR ampliamente empleado para detectar E. canis
es 16S rRNA PCR anidada, pero la variacion limitada de la secuencia de genes
entre bacterias relacionadas resulta con una amplificacién inespecifica. Aunque
la patogénesis ehrlichiosis es poco conocida, algunos estudios muestran que
las familias multigénicas que pertenecen al género Ehrlichia puede estar
implicado en la evasién de la inmunidad de acogida sistema por la variacion de
expresion importante antigeno de superficie. Los 28 kDa proteinas
inmunodominantes de membrana externa de E. canis codificada por una familia
multigénica (gen p28) se ha informado recientemente de este gen también se
presenta en América del Norte. Es probable que la proteina P28 de E. canis
tiene una ubicacion y funcién similares a la de la P28 de E. chaffeensis. Hay
evidencias de que la proteina P28 E. canis puede ser un antigeno

serodiagnéstico fiable.©

La PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR) es una técnica fiable para el
andlisis de ADN, especifica y secuencial de ARN. El uso de tintes no
especificos en gPCR tiene varias ventajas, incluyendo la capacidad para
detectar la contaminacion de productos inespecificos. Tinciones inespecificas
permiten el andlisis de la temperatura de fusion (Tm). La generacion de
productos de amplificacion no especificos resultan a partir de productos
dimeros de hibridacion no apropiado para los cebadores designados. Estos
subproductos no deseados se forman debido a la débil complementariedad
entre los extremos 3" de un cebador. Los subproductos permiten la hibridacién
de los cebadores a las hebras, seguido por la iniciacion y la elongacion de
dimeros de ADN polimerasa termoestable.?
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Si bien en principio, el diagndstico molecular parece el méas especifico y
fiable en cuanto a la deteccion de organismos, tiene también sus limitaciones.
Asi la extremada sensibilidad de estas pruebas, puede conducir con facilidad a

resultados falsos positivos por contaminacién.®

Otro inconveniente para la realizacion de estas pruebas con fines
diagnosticos es el econdmico, aunque es plenamente justificable con fines de

investigacion.®?

g) Diagnostico histopatolégico

En caninos con EMC se han observado lesiones en diversos 6rganos y
tejidos. Entre los hallazgos histopatoldégicos mas frecuentes se incluyen las
infiltraciones de células linforeticulares y de células plasmaticas en diversos
organos Yy tejido incluyendo sistema nervioso, rifilones, pulmon, higado y tejido
linfoide. La infiltracién celular y la proliferacion linfocitaria modifican la
arquitectura microscépica de los linfonédulos y del bazo. ®©

Recientemente, se realizd6 un estudio utilizando 4 animales
experimentalmente infectados con E. canis. Los hallazgos histopatologicos
indicaron que todos los animales infectados presentaron cuadros hiperplasicos
en los nodulos linfaticos comprometidos, tanto en la region folicular, paracortical
y medular, siendo células mononucleares y plasmocitos los tipos celulares
predominantes. Se observo histiocitosis, eritrofagocitosis y vasculitis
mononuclear. Las lesiones esplénicas fueron hemorragias multifocales e
hiperplasia linforeticular en region folicular, asi como congestion de la pulpa
blanca. En 2 animales se observaron cambios en el higado, observando
cuadros severos de esteatosis, infiltracion perivascular y periportal de células
mononucleares, asi como congestion de los sinusoides hepaticos. En todos los
animales infectados experimentalmente se observo glomerulonefritis crénica y
vasculitis caracterizada por infiltracion de las células mononucleares, asi como

cuadros de meningitis con infiltracion de células mononucleares y presencia de
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gruesos agregados perivasculares de este tipo celular afectando la corteza
cerebral, cerebelo y medula. Finalmente trastornos similares de infiltracion de
células mononucleares y cuadros de vasculitis se observaron en los septos

alveolares en los pulmones. ¢V

La infeccidon por E. canis ocasiona enfermedad ocular y meningitis. De
este modo, no es frecuente que otras especies ehrlichiales que infectan al
perro, ocasionen alteraciones histopatolégicas a nivel ocular, pero se ha
reportado la uveitis producida por E. ewingii. Ademas se sabe que solo existe
un reporte de uveitis ocasionada por la infeccién con A. platys.

h) Paquetes comerciales
Algunas de las pruebas serologicas comerciales estan disponibles para

deteccion de E. canis anticuerpos basado en toda E. canis organismos como la
fuente de antigeno. Estos incluyen pruebas de ELISA, la prueba Immunocomb,
otra prueba, ensayo de inmunocromatografia (Snap 3Dx), basado en la proteina
especifica P30 clonada y expresado como una proteina de fusion en el Sistema
de Escherichiacoli, ha sido recientemente modificada y ahora usa E. canis
sintéticos (péptidos P30, P30-1) derivada de E. canisinmunodominanteepitopos.
Varios grupos han informado de la expresion de diferentes E. canis proteinas

recombinantes (proteina antigénica importante).®®

8.- TRATAMIENTO
Las tetraciclinas son los farmacos de eleccion para el tratamiento de las

enfermedades causadas por rickettsias. Tetraciclina oral y oxitetraciclina
inyectable ambos son tratamientos efectivos para EMC, y doxiciclina oral, ha
presentado la incidencia mas baja de tratamiento siguiente enfermedad
recurrente. Aunque doxiciclina alivia clinica EMC, hay preguntas respecto a la
eficacia de este antibiotico para la eliminacion de E. canis. Algunos informes
sugieren que la persistencia de la infeccion por el siguiente los regimenes de
doxiciclina de forma natural y experimental los perros infectados durante la fase

aguda de EMC. Otro informe sugiere que E. canis fue eliminada después de los
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tratamientos con doxiciclina de los perros durante la fase aguda de EMC.
Ademas, es de relevancia de la E. canis después de EMC aguda se pone en
duda debido a un fallido intento de infectar a R. sanguineus en perros durante
EMC subclinica. Sin embargo, la utilidad de tratamientos con antibiéticos para
reducir al minimo la posibilidad de que E. canis se transmita a los hospedadores

invertebrados deben ser confirmados.*?

La doxiciclina actua favoreciendo la fusion entre los fagosomas, donde se
encuentran las erliquias, y los lisosomas. También posee actividad
bacteriostatica, se implanta en los ribosomas de la bacteria e inhibe, de este
modo, la sintesis de proteina bacteriana. Se han empleado diversos protocolos
de tratamiento con la doxiciclina, aunque actualmente se aconseja administrar
la doxiciclina en dosis diaria de 10 mg/kg. En cuanto a la duracién del
tratamiento, si en un principio se recomendaron tratamientos de 7 a 14 dias, la
recomendacion actual es la de mantener el tratamiento durante 28 dias. Los
protocolos de tratamiento mas cortos pueden dar lugar a una mejoria inicial del

paciente, pero los sintomas suelen volver a aparecer.®®

El tratamiento para la ehrlichiosis canina consiste principalmente de
antibioticos y el tratamiento de apoyo. El costo y lo posibles los efectos
secundarios producidos por los antibidticos estimular la investigacion que
culminard con la desarrollo de nuevas técnicas y los agentes que pueden
minimizar estos costos y no deseados efectos. De acuerdo con Sartori HE
(Ozone the eternal purifier of earth and cleanser of all living beings. Michigan
LifeScienceFundation) las seis indicaciones especificas para el uso topico del
ozono son infecciones de la piel por virus como: El herpes simplex y zoster, las
infecciones de las infecciones bacterianas, como impétigo, el ectima contagioso
B-hemolitico Streptococcus y Staphylococcusaureus, infecciones por hongos
incluyendo la tifia por Trichophyton spp, candidiasis y la pitiriasis versicolor,
infecciones por protozoos sobre todo la leishmaniasis, una parasitosis,

incluyendo la sarna sarnaSarcoptes, La pediculosis y larva migrans cutanea
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Ancylostomabrasiliensis, las condiciones multifactoriales la piel como acné,
psoriasis, erupciones cutaneas, pénfigo y dermatitis herpetiforme, e
inflamatorias enfermedades de la piel como la dermatitis, el eczema y la
urticaria. El ozono puede ser utilizado en la clinica veterinaria para el
tratamiento de situaciones siguientes: la restituciéon de la anestesia en 30
segundos (20 ml la concentracion de ozono en 20 mg / ml a través de
insuflacion rectal), trauma (aceite ozonizado de uso tépico y posterior lavado
con agua ozonizada), trastornos no parasitaria gastrointestinal (ingestion de 20
a 50 ml de agua ozonizada en primera dia, 2 a 3 ml / dia de aceite ozonizado)
en la otitis media (aplicacion aceite ozonizado seguido por pequefia
autohemoterapia hecho con 2 a 3 ml de sangre ozonizada mezclado con 5 ml
de ozono concentracion 20 mg / ml durante 3 a 4 dias). Se observa la reduccién
del dolor: como adyuvante terapia en la laminitis (20. 000 gramos de ozono en 1
000 ml de sangre antes de la anestesia y después de la cirugia, repita de 5 a 6
veces), en la paralisis post-parto en el ganado bovino (30 mg 0zono/1.500 ml de
sangre) en la metritis postparto (500 ml de agua ozonizada seguido por el sitio
de aplicacion de dos dias 1 a 2 ml de aceite ozonizado). El objetivo de este
estudio fue evaluar la eficacia de autohemoterapia con ozono en el tratamiento
de la ehrlichiosis canina. Se utilizaron 80 ml de sangre de la vena yugular, se
recogié en una bolsa estéril de transfusiéon de sangre que contiene 13 ml de
citrato sédico al 3,8% (380mg/ml.) El volumen de sangre (80 ml) fue calculado
en base al peso de animal (suponiendo que el volumen total representa 8% de
peso corporal), y correspondian a 5% del volumen total de sangre se ve que el
animal tenia 20 kg de peso corporal. La mezcla de oxigeno-ozono (OOM) se
afiadié a la bolsa que contiene sangre en una proporcién de 1:1. MOO fue
producida por un generador con una capacidad de producciéon de 0,00023 g /
min, accionado por ampolla de oxigeno con 99,5% de pureza a una presion de
aproximadamente 250 kgf/cm2 con un flujo de 3 | / min. Después de la
homogeneizacion de ozonizacién y constante, la sangre era devuelto al animal

a través de la vena yugular o radial. Este proceso se llevd a cabo dos o tres
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veces por semana. La autohemoterapia ozonizada fue eficaz en la reversion de

los hallazgos clinicos y de laboratorio de Ehrlichiosis en un perro. ©

9.- EVOLUCION POST TRATAMIENTO
La mejoria clinica precede en el tiempo a la normalizacion de la analitica.

En este sentido, a las 24-48 horas de iniciado el tratamiento suele apreciarse
una mejoria clinica importante en perros en fase aguda o fase cronica leve de la
enfermedad. Sin embargo, la eficacia clinica del tratamiento se puede retrasar
incluso 6 semanas, en formas cronicas. Los parametros laboratoriales que mas
rapidamente se normalizan son los recuentos de eritrocitos y de plaquetas,
normalizandose habitualmente a los 14 dias de tratamiento. Incluso en casos
cronicos, si el cuadro clinico y los pardmetros hematoldgicos no mejoran en una
o dos semanas desde el inicio del tratamiento, se deberia reevaluar el
diagnéstico, ya que la falta de mejoria puede ser debida a una infeccion cronica
grave 0 a la existencia de coinfeccidbn con otro microorganismo o de una
concurrencia con una enfermedad no infecciosa. La mayoria de los casos que
no responden al tratamiento, en ausencia de otra infeccion, presentan
insuficiencia renal y/o aplasia medular severa. El proteinograma tarda en
normalizarse entre 3 y 9 meses, siendo empleado rutinariamente para confirmar

la presencia de una buena respuesta al tratamiento a largo plazo.®®

El seguimiento de la evolucion de la enfermedad en base a una
monitorizacion serolégica se ve dificultada por el hecho de que, si bien los
titulos de anticuerpos suelen empezar a disminuir entre 3 y 9 meses tras el
tratamiento de la enfermedad, muchas veces pueden mantenerse elevados
durante largos periodos de tiempo, incluso varios afios, sin ninguna otra
alteracion clinica ni laboratorial. AUn queda por determinar el significado real de

esta persistencia en el titulo de anticuerpos. ®

En teoria, un buen método de eleccién para evaluar la persistencia de
una infeccion por Ehrlichia seria la realizacion de PCR de un aspirado

esplénico; otros tejidos que pueden emplearse para el PCR serian médula 6sea
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0 sangre, pero la sensibilidad de la técnica es inferior. La PCR deberia
negativizarse tras el tratamiento de la enfermedad; sin embargo no se han
encontrado estudios que verifiquen esta afirmacion. Se desconoce el tiempo de
permanencia del ADN de Ehrlichia canis, tras un tratamiento eficaz, en el
hospedador. Sin embargo, algunos autores aconsejan volver a tratar con igual o
diferente protocolo aquellos animales tratados correctamente en los que la PCR

sea positiva y no se observe una resolucion clinica y laboratorial. *®

10.- PROFILAXIS
La transmision obligada de la ehrlichiosis a través de garrapatas,

exceptuando la transmision por transfusion sanguinea, hace que la profilaxis de
la infeccidn esté dirigida al control de garrapatas, tanto en el animal, como en el

medio en el que se encuentre. @

Para evitar la transmision, es necesario impedir la alimentacion de la
garrapata, ya que es en ese periodo cuando se producira la transmision. Las
medidas profilacticas también deben aplicarse a aquellos animales
diagnosticados de ehrlichiosis debido al riesgo de reinfecciones que estos
animales tienen, ya que normalmente el medio en el que residen continta

siendo el mismo y hay que romper la cadena epidemiolégica.

El principal objetivo del tratamiento profilactico debe ir encaminado a
evitar la alimentacién de la garrapata, bien a través de un efecto repelente, un
efecto letal instantaneo o un efecto que permita la separacion de la garrapata
del hospedador antes del tiempo necesario para la transmision del agente
infeccioso, es decir, antes de 24 horas. A este principal objetivo ha de sumarse
la obtencidén de un producto cuyo efecto perdure sobre el animal y carezca de
toxicidad. El Unico producto comercializado para perros que posee efecto anti-
picadura y efecto activador de la separacién de la garrapata del hospedador,
unido a un efecto prolongado y un elevado margen de seguridad es el collar de

amitraz. Se ha observado que los collares con deltametrina poseen también
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actividad garrapaticida; sin embargo su eficacia es inferior a la de los collares
con amitraz. Otro punto importante en la profilaxis de las infecciones
transmitidas por garrapatas seria la actuacion a nivel del medio ambiente y un
buen medio para ello seria conseguir romper el ciclo bioldgico. Asi el empleo de
inhibidores de formas juveniles como el piriproxifeno en unién a un adulticida
permitiria la inhibicibn de los huevos producidos por las garrapatas

supervivientes.

11.- INMUNIZACION

Sobre la membrana externa de los organismos ehrlichiales existen
diferentes proteinas que actian como antigenos, estas moléculas ocasionan los
diversos trastornos en los hospederos susceptibles a ellos. Las proteinas de
membrana externa (OMP) de 30 kDa., son un grupo de antigenos
inmunodominantes de E. canis, los cuales presentan una reaccion cruzada muy
fuerte con los antigenos de 28 kDa. (OMP-1s) de E. chaffeensis, por EITB de

sueros de animales experimental y naturalmente infectados.

Se sabe que E. canis y E. chaffeensis son muy similares por la
homologia del gen ARNr 16S. Las proteinas p30 y OMP-1s son codificadas por
una familia polimorfica y la inmunizacion de ratones con OMP-1 recombinante

protegio a los ratones de la infeccién ehrlichial. %

Recientes estudios revelaron que esta familia de proteinas p30 de E.
canis estaba constituida por 22 genes polimorficos, los cuales son similares
entre si, pero no idénticos. Todos los genes de la familia p30 se han expresan
en células CH82 (linea celular de monocitos caninos) y analizados con RT-
PCR. Actualmente ya se ha determinado la expresion de estos 22 genes
polimoérficos que conforman la familia de p30 en E. canis. Se infectaron
experimentalmente garrapatas (adultos, hembras y ninfas), perros y monocitos
DH82 (cultivo celular), buscado evaluar la expresion de estos genes

ambientales, asi como la expresion de estos en el cultivo celular a temperaturas
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de 25°C. Los resultados indicaron que las garrapatas expresaron
predominantemente el gen p30-10 y en perros se expresaron otros genes de la
familia p30, pero no la p30-10. Ademas se determino que la temperatura 6ptima

para la expresion génica en cultivo celular (monocitos DH82) era de 25 °C. V)

La variacion antigénica es un problema que complica la fabricacion de
vacunas a nivel mundial, debido a que los microrganismos patégenos modifican
su estructura y el sistema ya no reconoce al patéogeno. El gen p30-10 es el
anico que se expresa en garrapatas experimentalmente infectadas. Esta es
expresada en las glandulas salivales e intestino de las garrapatas adultas
(machos y hembras) y ninfas. Los genes que se expresan en el perro son
diferentes a los vistos en los artropodos y se asocian con el cuadro severo en
este hospedero. ElI gen p30-10 ha sido detectado en garrapatas
naturalmente infectadas, desechando la posibilidad que la expresion de este
gen en el laboratorio no se de naturalmente. Inclusive ha sido detectado en
garrapatas en zonas de diversas zonas geogréficas de los estados unidos, de
tal forma que actualmente se estan realizando trabajos en el cual esta proteina
es propuesta como antigeno para la elaboracion de vacunas utilizando la

tecnologia recombinante. ‘Y

Borreliaburdorgferi, realiza un sistema de evasion del sistema inmune al
alterar sus antigenos tanto en garrapatas como en mamiferos. La proteina
OspA se expresa en cantidades altas en intestino de garrapatas infectadas.
Recientemente se ha fabricado una vacuna recombinante (RecombitekLyme), la
cual previene la transmision de esta bacteria hacia los mamiferos por
neutralizacion de esta proteina en el intestino de la garrapata después de ingerir
la sangre del animal vacunado, es decir con anticuerpos especificos contra esta
proteina. Se especula que en el futuro, por analogia al sistema aplicado en B.
burdorgferi, la p30-10 pueda ser utilizada como candidata para la elaboracion

de vacunas contra la ehrlichiosis transmitida por E. canis.
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