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RESUMEN

Se presenta el estudio de un perro con sintomatologia de Parvovirosis
que resulté positivo a los test de inmunocromatografia para Parvovirus
y Ehrlichia canis el cual fue confirmado, a nivel molecular, como
positivo para E. canisy E. ewingii. Ademas del interés que representa
este caso desde el punto de vista clinico, la deteccion mediante
PCR de E. ewingii sugiere la presencia de este patogeno fuera de su
rango de distribucion geografica natural (México, Guatemala, Guyana,
Guayana Francesay Estados Unidos)y destaca la necesidad de realizar
estudios moleculares en garrapatas locales a fin de verificar si éste es
un caso aislado en Ecuador o si, por el contrario, existe colonizacién
de E. ewingii en vectores locales.
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ABSTRACT

The study of a dog with symptoms of Parvovirus that was positive
in immunochromatography tests for Parvovirus and Ehrlichia canis
and that was confirmed by PCR as positive for E. canis and E. ewingii
was presented. In addition to the interest that this case represents
from the clinical point of view, the molecular detection of E. ewingii
suggests the presence of this pathogen outside its natural geographic
distribution range (Mexico, Guatemala, Guyana, French Guiana, and
the United States). Also, it highlights the possibility of conducting
molecular studies in local ticks to verify if this was an isolated case
in Ecuador or if there was a colonization of E. ewingii in local vectors.
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INTRODUCCION

Ehrlichia es un género de bacterias intracelulares obligadas
Gram-negativas de la familia Anaplasmataceae, perteneciente al
orden Rickettsiales, que tienen afinidad especifica por las células
sanguineas y en especial por los leucocitos/plaquetas, provocando
en los infectados una disminucién importante de estos elementos.
El género incluye a Ehrlichia canis, E. chaffeensis, E. ewingiiy E.
ruminantium, que son patogenos veterinarios importantes ademas
de causar enfermedades humanas|[7, 23, 26].

Laehrlichiosis canina es una patologia que a menudo se caracteriza por
presentar una variedad de signos clinicos que incluyen depresién, letargia,
pérdida de peso, anorexia, fiebre, esplenomegalia, linfadenopatia,
hemorragiasy lesiones oculares que pueden presentarse en cualquier
estadio de laenfermedad[14]. El diagnostico definitivo se basaen la
visualizacién directa de cuerpos de inclusién intracitoplasmaticos
(mdrulas)en células mononucleares o linfocitos en frotis sanguineos
[11, 28], pero son estructuras dificiles de observary se detectan sélo
en aproximadamente 4-8 % de los casos clinicos[21]. Los métodos
serologicos detectan anticuerpos IgG, pero pueden conducir a generar
falsos positivos debido a la reactividad cruzada entre E. canis, E
chaffeensisy E. ewingii, asi como con Anaplasma phagocytophilum
[10]. Todas las especies de Ehrlichia patdgenas para humanos pueden
mantenerse en cultivo celular excepto E. ewingii[13]y por lo tanto, el
diagnéstico molecular mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) es la unica prueba confirmatoria para esta tltima[6].

El agente causal de la ehrlichiosis canina, E. canis, es transmitido
por las garrapatas del complejo Rhipicephalus sanguineus, o garrapata
marrén del perro(Canis lupus familiaris), que se encuentran distribuidas
entodas las regiones tropicales y subtropicales del mundo[1, 8]y, de
forma menos frecuente, a través de transfusion sanguinea[10] en
areas con un clima relativamente célido. Por otro lado, la ehrlichiosis
granulocitica canina(EGC)y la ehrlichiosis humana monocitica (EHM)
causada por E. ewingii, es transmitida por Amblyomma americanum,
conocida como la garrapata de estrella solitaria(por la mancha blanca
que tienen en la parte dorsal), distribuida en México, Guatemala, Guyana,
1995 se consideraba a E. ewingii como un patégeno exclusivamente
canino hasta que, en 1999, fueron descritos cuatro casos humanos de
infeccion por E. ewingii en pacientes con VIH[2, 5, 27] o que estaban
inmunodeprimidos. Estudios epidemioldgicos han establecido que E.
ewingii es la especie de mayor prevalencia en perros en el estado de
Missouri[15]y sélo se ha reportado su presencia fuera de América, en
Camerun, en 2 perros naturalmente infectados [22],

El caso forma parte de un estudio en desarrollo que tiene como
objetivo determinar la prevalencia mediante diagnostico molecular
de ehrlichiosis monocitica canina en la ciudad de Machala, provincia
de EI Oro, Ecuador, y se presenta como el primer caso de coinfeccién
por E. ewingiiy E. canis concomitantes con parvovirosis, en Ecuador.
Lapresenciade E. ewingii es motivo de alarma porque es un patégeno
fuera de su rango de distribucion que también puede afectar al humano
y representa un potencial problema de salud publica en el pais.

MATERIALES Y METODOS

Historial clinico y exploracion general

Se presento6 a consulta general en Clinica Docente de Especialidades
Médicas Veterinarias de la Universidad Técnica de Machala, provincia
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de EIOro, Ecuador, un paciente canino, hembra, de 3 meses de edad,
raza Bulldog Francés con un peso de 3 kilogramos; sin registros de
vacunaciony desparasitacion con signos gastroentéricos compatibles
con una enfermedad viral e infestacion con garrapatas. Se procedio
arealizar la historia clinica y exploracion fisica del paciente.

Se colect6 una muestra de sangre mediante puncion aséptica de
la vena cefalica que se colocé en tubo con el anticoagulante acido
etilendiamino tetracético (EDTA). La sangre se sometio a andlisis
para determinacion de hemograma de rutinay, por la signologia,
presencia de garrapatas en el caninoy ser una zona de prevalencia de
ehrlichiosis y anaplasmosis, se realizaron pruebas Snap de parvovirus-
coronavirus canino (Anigen rapid CPV/CCV Ag Test Kit; Bionote, Inc.
Korea)y otra, para ehrlichiosis canina y anaplasmosis (Anaplasma
Ab/E. canis Ab Test Kit; SensPERT™, Espafa).

Analisis molecular

La muestra de sangre fue inmediatamente sometida al protocolo
para extraccion de acido desoxirribonucleico (ADN) gendmico
empleando el kit GenElute™(Mammalian Genomic DNA Miniprep Kit,
Catalogo N° GIN350, EUA), siguiendo las instrucciones del fabricante.
Lacantidad y pureza del extracto se determind en un equipo Nanodrop
2000c de Thermo Fisher ®. EUA.

Para la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) se emplearon
los cebadores directo ECP1: 5~-GGTAATACTGTATAATCCCC-3', e
inverso HE3: 5-TATAGGTACCGTCATTATCTTCCCTAT-3' que amplifica
un fragmento del gen 16S rDNA de E. canis con temperatura de
anillamiento de 50°C [17]y EEM2F (5-GGA GCT AAA ATA GAA GAT
ATT C-3)y EEMIR (5-GTG CAA AAA GGT AAT ACA T-3) que amplifica
un fragmento del gen p28 de E. ewingii con una temperatura de
anillamiento de 55°C.

La PCR se realiz6 en una reaccién de 20 microlitros (uL), que
contenia: 12,8 pL de agua purificada; 2 yL de tampon de PCR 10X; 1
uL de MgCl, (50 miliMolar -mM-); 1TuL de dNTP (2 mM); 1 uL de cada
cebador (5 mM); 0,2 uL de 1,25 unidades de Taq polimerasa, y 1 uL
de ADN genomico (50-100 nanogramos-uL™). Los ciclos de PCR se
realizaron bajo las siguientes especificaciones: 95 °C x 2 minutos
(min), 30 ciclos de 94°C por 30 segundos (seg), 50-55°C por 1 min,
72°C por 1miny 72°C por 1min.[4, 17, 18]. La amplificacion se realizo
en un Termociclador (Mastercycler Pro S, Eppendorf, Alemania).

Todos los productos se comprobaron por electroforesis en gel
de agarosa 1% en Tampon TAE empleando un marcador de peso
molecular de 100 pares de bases (pb)(Sigma Aldrich) y GelRed
como intercalante para visualizar los amplicones y el Ladder en un
transiluminador ultravioleta (UV)(Marca UVP modelo M-V26, EUA).

RESULTADOS Y DISCUSION

Durante laanamnesis, el propietario indico presencia de vomitos,
diarrea aguda, decaimiento y anorexia. En el examen fisico,
se evidencian signos de deshidratacion del 7 %, una condicion
corporal de 2,5-5, mucosas pélidas, hipodinamico, temperatura de
39,3°C, frecuencia cardiaca de 164 latidos por minutos, frecuencia
respiratoria de 20 respiraciones por minutos, tiempo de llenado
capilar de 3 seq.

La prueba Snap de parvovirus y coronavirus canino (Anigen
rapid CPV/CCV)y la prueba para ehrlichiosis canina y anaplasmosis
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(Anaplasma Ab/E. canis Ab), dieron resultados positivos para
parvovirosis y ehrlichiosis canina.

El hemograma revelé anemia leve normocitica, hipocrémica, no
regenerativa, hipoproteinemia; neutropenia con gran desviacion a
laizquierda, de tipo degenerativay linfopenia; linfocitos y monocitos
reactivos sugerentes de unainfeccion activa en el paciente (TABLAI).
Los parametros no descritos se encontraron dentro de los valores
de referencia. El estudio del frotis sanguineo revel6 anisocitosis (+),

macrocitosis e hipocromasia (++).

Aunque al paciente se le administro terapia de fluidos, tratamiento
antiemético, antidiarreico, antiespasmadico y antimicrobiano, después
de undia de internacion, con el debido control de la temperaturay de la
glucemia, se produjo el deceso de la mascota debido a la concomitancia
parvovirosis-ehrlichiosis.

Elandlisis por electroforesis en gel de agarosa(FIG.1)y la estimacion
del tamafo de los amplicones, con base en una curva de calibracién
establecida con unladder de 100 pby la distancia recorrida por cada
fragmento de longitud conocida, revelé que la PCR con los cebadores

TABLA T
Resultados del Hemograma
Parametro Valor hallado  Valor de referencia Unidad
Hematocrito 32 37-55 %
Sélidos Totales 54,00 60,00 - 79,00 gL
Hemoglobina 75,00 120,00 - 180,00 gL’
Eritrocitos 4,80 5,50 - 8,50 x 10'2.L"
VCM 66,67 60,00 - 77,00 fL
HCM 15,63 19,50 - 24,50 Py
CHCM 234,38 320,00 - 360,00 gL
RDWc 17,00 12,00 - 15,00 %
Indice .de Prpduccic’)n 114 Regenerativg >2 %
de Reticulocitos No regenerativa <2
Recuento Leucocitario: 9,20 6,00 - 18,00 x 10°L"
Férmula Leucocitaria Relativa:
Neutrdfilos en banda 71 0,00 - 3,00 %
Neutréfilos segmentados 16 66,00 - 77,00 %
Eosindfilos 0 2,00-10,00 %
Basofilos 0 0,00 - 1,00 %
Linfocitos 4 12,00 - 30,00 %
Monocitos 9 3,00 - 10,00 %
Férmula Leucocitaria Absoluta:
Neutrdfilos en banda 6,53 0,00-0,30 x 10°L"
Neutréfilos segmentados 1,47 3,00-11,50 x 10°L"
Eosindfilos 0,00 0,10 -1,25 x 10%L7
Basdfilos 0,00 0,00 -0,10 x 10%L7
Linfocitos 0,37 1,00 - 4,80 x 10%L7
Monocitos 0,83 0,15-1,35 x 10%L"
Recuento Plaquetario 160,00 150,00 - 500,00 x 10%L"
Plasma Normal
Test de Woo Negativo
Anisocitosis +
Serie Roja Macrocitosis
Hipocromasia ++
Morfologia Linfocitos Reactivos
Serie Blanca
Monocitos Reactivos
Serie

Normal

Megacariocitica
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EEM2F y EEMIR amplifico un fragmento de = 216 pb, tamano que
coincide con el valor de 215 pb que se espera como producto de la
amplificacién especifica de un fragmento del gen para la proteina
p28 de E. ewingii[12].

Con los cebadores ECP1y HE3 se obtuvo un producto de = 393
bp, inferior alos 495 bp esperados como producto de amplificacion
del fragmento del gen 16S rADN de E. canis [17], pero ademas una
banda tenue apenas por encima de los 100 pb que corresponden a los

400 bp

200 bp

cebadores. De hecho, para confirmarlo se realizo el ensayo incluyendo
todos los componentes en unareaccion con ADN, sin los cebadores
y otra que silos contenia, pero sin ADN. Enla FIG. 1b se observa que
la intensidad de la banda correspondiente a los cebadores fue mas
tenue en el carril donde hubo amplificacion del fragmento 16s rADN
indicando consumo de los cebadores, mientras que en el carril 4 los
cebadores estan intactos y la banda es notoriamente mas intensa.

FIGURA 1. Resultados del ensayo PCR especifico de especie. a) El cebador carril muestra una escalera de 100 pb y el carril 2 muestra el
producto obtenido con los cebadores EEM2F y EEM1R para £ ewingii; b) El primer carril muestra una escalera de 100 pb; el carril 2 muestra
el producto obtenido con los cebadores ECP1y HE3 para E canis; el carril 3 muestra el resultado de la mezcla de reaccién sin afadir los

cebadores y el carril 4 el de la mezcla de reaccién sin afiadir ADN molde

El traslado de animales de compafia entre regiones, paisesy
continentes, el comercio internacional de animales y laimportacion
ilegal de mascotas son una puerta de entrada para la propagacion
alla del interés que representa este caso desde el punto de vista
clinico, la deteccion de ADN empleando cebadores especificos
para E. ewingii sugiere la presencia de este patégeno fuera de su
rango de distribucion y, aungue no existe informacién documentada
que indique la existencia en Ecuador de las garrapata Amblyomma
americanum, que sirve de vector para este hemoparasito, no
debe descartarse la posibilidad de una eventual introduccion del
patégeno por importacion legal o no de mascotas con infeccién
crénicay de alli a garrapatas locales como la garrapata de la costa
del Golfo, Amblyomma maculatum Koch, 1844, cuya presencia si esta
registrada para Ecuadory que pudiera tener competencia vectorial
para E. ewingii. En consecuencia, es recomendable realizar estudios
moleculares a gran escala en perros y en garrapatas locales a fin de
verificar si este reporte es un caso aislado o si, por el contrario, existe
colonizacion de E. ewingii en vectores endémicos.
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CONCLUSIONES

Los hallazgos clinicos, las pruebas rutinarias de laboratorio,
seroldgicas y el ensayo molecular mediante PCR permitieron
diagnosticar, por primera vez en Ecuador, un caso de parvovirosis
con coinfeccion por E. canisy E. ewingii en un perro. Es importante
destacar que la sintomatologia presentada por el paciente conduce
a pensar que el deceso se debio principalmente a la parvovirosis y
no a la ehrlichiosis. De hecho, los datos hematoldgicos revelaron
gue no hubo un descenso en el recuento plaquetario, ni leucopenia
y los valores de hemoglobina y hematocrito, aunque mas bajos que
lo normal, no mostraban niveles criticos por lo que es probable que la
coinfeccion por E. canisy E. ewinggi se encontrara en fase incipiente.

Aunque la parvovirosisy la ehrlichiosis por E. canis son enfermedades
comunes en Ecuador, no es posible establecer el origen de E. ewingii
en el pais, por lo que este hallazgo es motivo de alarmay revela la
necesidad de realizar un estudio a gran escala en garrapatas locales
para establecer si entre ellas existen vectores competentes para la
transmision de este patogeno.

De cualquier forma, lainformacién que aqui se describe constituye
una alerta para las autoridades sanitarias ecuatorianas y destacala
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necesidad de adoptar o reforzar sistemas de vigilancia para prevenir la
introduccion y/o propagacion de garrapatas exoticasy los patdgenos
transmitidos por estos ectoparésitos.
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