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RESUMEN. La ehrlichiosis monocitica canina (EMC) es una enfermedad causada por la bacteria Ehrlichia canis, de distribucion
mundial, alta mortalidad en caninos doméstico y sintomas inespecificos, lo que dificulta su diagnéstico clinico. Ehrlichia canis es
transmitida por la garrapata Rhipicephalus sanguineus sensu lato a un hospedador, en Argentina se reconocen dos linajes (tropical y
sensu stricto) de dicha especie. El objetivo del presente trabajo es reportar el primer caso confirmado de EMC por E. canis en un
canino de la ciudad de Rafaela, Santa Fe, drea endémica de R. sanguineus s.s. El 18/02/2019 llegé a la consulta privada un canino con
sintomas inespecificos como hipertermia tarde/noche, depresion, letargia, aplasia, inapetencia y pérdida de peso; més antecedente de
parasitismo por garrapatas. La mascota presentaba anemia leve (4.730.000/mm3), enzimas hepaticas aumentadas (AST/ASA/GOT=72
U/I) y esplenomegalia. El test serolégico in vitro y PCR para amplificar ADN E. canis fueron positivos, por lo que la mascota recibe
tratamiento para EMC con doxiciclina 10 mg/kg/dia durante 30 dias, antiinflamatorios durante 5 dias y protector hepatico. A los 60
dias de iniciado el tratamiento la mascota recuperd su peso normal y a los 120 dias se realiza PCR como monitoreo de la eficacia del
tratamiento dando resultado negativo.

SUMMARY. First report of canine monocytic ehrlichiosis in Santa Fe province, Argentina. Canine monocytic ehrlichiosis (CME) is a
disease caused by Ehrlichia canis bacteria. It has a globally distributed and cause high mortality in domestic canines with nonspecific
symptoms, which makes clinical diagnosis difficult. Eherlichia canis is transmitted to a host by the tick Rhipicephalus sanguineus sensu
lato. In Argentina two lineages of this species are recognized (tropical and sensu stricto). The objective of this work is to report the first
confirmed case of CME by E. canis in endemic area of R. sanguineus s.s from Rafaela, Santa Fe. On February 2, 2019 a canine arrived at
the private clinic with non-specific symptoms such as late / night hyperthermia, depression, lethargy, aplasia, loss of appetite and
weight loss, as well as, antecedent of tick parasitism. The pet had mild anemia (4,730,000/ m3), increased liver enzymes
(AST/ASA/GOT = 72 U/l) and splenomegaly. The in vitro serological test and PCR to amplify E. canis DNA were positive, so the dog
received treatment for CME with doxycycline 10 mg/kg/day for 30 days, anti-inflammatory for 5 days and liver protector. After 60 days
of starting the treatment, the animal regained its normal weight and after 120 days the PCR have given negative result, checking the
effectiveness of the treatment.
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La ehrlichiosis monocitica canina (EMC) es una enfer- tdndose en tres fases: aguda, subclinica y crénica; con
medad causada por la bacteria intracelular obligada sintomas inespecificos como fiebre alta, depresion,
Ehrlichia canis (Rickettsiales, Anaplasmataceae). La EMC letargia, anorexia y signos clinicos como linfo-
es de importancia en salud animal por ser considerada adenomegalia, esplenomegalia y trombocitopenia con
de alta mortalidad en caninos domésticos, con distri- tendencia hemorragica, por lo que la distincidon de las
bucién mundial (Harrus et al. 2012). Su periodo de tres fases es un desafio en el entorno clinico (Harrus y
incubaciéon puede variar entre 8 y 20 dias presen- Waner, 2011). Ehrlichia canis es transmitida a un
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hospedador susceptible por ninfas y adultos de la
garrapata Rhipicephalus sanguineus sensu lato (Neer et
al. 2002). El taxdn R. sanguineus s.l. representa un
complejo de especies asociadas principalmente a
caninos domésticos con distribucion cosmopolita y
particularmente en la regién Neotropical se reconocen
dos linajes: tropical y templado (Moraes-Filho et al.
2011; Nava et al. 2012, 2018). El linaje tropical (R.
sanguineus s.l.) se distribuye en dareas tropicales desde
México al norte de Argentina y Chile, y el linaje
templado, que representa a R. sanguineus sensu stricto,
estd asociado a localidades templadas y frias de
Argentina, sur de Brasil, Chile y Uruguay, siendo el
limite geografico que separa ambos linajes una zona
ecotonal situada entre 24 ° y 25 ° de latitud sur (Nava et
al. 2012, 2018). En condiciones experimentales, R.
sanguineus s.s. (poblaciones del centro de Argentina,
Uruguay y sur de Brasil) demostré no tener competen-
cia vectorial para transmitir E. canis (cepa Jaboticabal,
Brasil) pero si R. sanguineus s.l. del linaje tropical (R.
sanguineus s.l. (LT)) (Moraes-Filho et al. 2015). Sin
embargo, estudios recientes han determinado mo-
lecularmente la infeccién con E. canis en muestras de
sangre de perros con diagndstico presuntivo de EMC en
la provincia de Buenos Aires (Eiras et al. 2013; Cicuttin
et al. 2016), dénde prevalece R. sanguineus s.s.
Ademas, poblaciones de R. sanguineus s.l. (LT) y R.
sanguineus s.s. de las provincias de Formosa y Buenos
Aires, respectivamente, se detectaron naturalmente
infectadas con E. canis (Cicuttin et al. 2015, 2017).
Cicuttin et al. (2017) plantean tres hipdtesis para ex-
plicar cdmo esta enfer-medad podria ser transmitida en
areas donde solo esta presente R. sanguineus s.s. 1) que
los perros adquirieron la infeccidn en areas endémicas
de R. sanguineus s.l. (LT) y la mantuvieron luego de su
traslado de una ciudad a otra (la infeccién con Ehrlichia
puede ser persistente en el hospedador vertebrado), y
esto no implica que R. sanguineus s.s. sea el vector
involucrado en los casos de Buenos Aires, IlI) que R.
sanguineus s.s. posee competencia vectorial baja, pero
no nula, o lll) que R. sanguineus s.I (LT) ingresé a
Buenos Aires con perros que migraron del norte Ar-
gentino y que se man-tuvieron durante la época cli-
matica favorable, no llegando a establecerse como
poblaciones estables, pero suficiente para transmitir E.
canis a hospedadores susceptibles locales.

El objetivo del presente trabajo es reportar el primer
caso confirmado de EMC por E. canis en la provincia de
Santa Fe, Argentina, drea endémica de R. sanguineus
s.s.

El dia 18/02/2019 llega a la consulta privada en la
ciudad de Rafaela (31°15' S 61°29' O), un canino de
nombre Rocco, macho entero, de 9 afios de edad y raza
Braco, oriundo de dicha ciudad. El paciente padece
hipotiroidismo bajo tratamiento con levotiroxina. Al
momento de la consulta el animal presentaba signos de
depresion, letargia, falta de apetito (selecciona alimen-

50

to) e hipertermia tarde/noche. Al controlar el peso, el
medico clinico corrobora que el animal habia bajado 4
kilos. En la anamnesis el propietario indica que la
mascota no tenia antecedentes de viajes fuera de la
ciudad de origen y que en enero del mismo afo se le
habia aplicado una pipeta para el control de pulgas,
garrapatas y mosquitos (principio activo imidacloprid y
permetrina) pero que a la semana de su aplicacion se
extrajo una garrapata viva prendida en piel. Se realiza
hemograma completo, extendido sanguineo de sangre
periférica y control de funcionalidad hepatica, arro-
jando como resultado leve anemia (4.730.000/mm3),
enzimas hepaticas aumentadas (AST/ASA/GOT=72 U/I)
y a la observacion directa del extendido sanguineo,
glébulos rojos en pila de moneda (adhesién de los
glébulos rojos en cadena). Por este Ultimo método se
descarta la presencia de Hepatozoon canis. No se
realiza recuento plaquetario (ver Tabla 1).

El dia 20/02/2019 el animal continda con hipertermia
tarde/noche por lo que el medico clinico decide inter-
narlo. Se realiza ecografia abdominal la cual denota
esplenomegalia.

El dia 25/02/2019 el animal, continua con hipertermia
tarde noche por lo que se realiza, hemograma, exten-
dido sanguineo, control de enzimas hepaticas y examen
de orina. Arrojando valores normales en el hemograma
y orina, enzimas hepaticas aumentadas (AST/ASA/GOT=
88 U/I; ALT/ALAT/GPT= 131 U/I), no se observa presen-
cia de H. canis y no se realizé recuento plaquetario
(tabla 1). Ademas, se realizd test comercial (Speed
EhrliTM/ Virbac) para el diagndstico seroldgico in vitro
de E. canis, el cual arrojo resultado positivo. Dado los
resultados obtenidos, comienza a administrarse al ani-
mal protector hepatico. La mascota continta con ali-
mentacion selectiva y decaimiento.

El dia 28/02/2019 por la mafiana la mascota comienza a
convulsionar, siendo abolidas las contracciones por
completo por la tarde. Se comienza a aplicar trata-
miento para EMC con doxiciclina 10 mg/kg/dia durante
30 dias y antiinflamatorios durante 5 dias para contra-
rrestar los sintomas (segun Mylonakis et al. 2019). Ese
mismo dia se toma muestra de sangre con citrato para
deteccion molecular directa de E. canis mediante la
técnica de PCR (reaccidn en cadena de la polimerasa).
La sangre fue sometida a extraccidon de ADN utilizando
un kit comercial (Wizard genomic DNA/ Promega). A
partir del ADN obtenido se amplific, en primera ins-
tancia, mediante PCRrt (en tiempo real) un fragmento
de 177 pb del gen 16S ARNr de bacterias de la familia
Anaplasmataceae (siguiendo a Monje et al. 2019),
arrojando un resultado positivo. Para descartar infec-
cién con Anaplasma platys, el ADN fue sometido a PCR
(convencional) amplificando un fragmento de 409 pb
del gen dsb especifico de bacterias del género Ehrlichia
(siguiendo a Doyle et al. 2005), dando resultado posi-
tivo. El fragmento dsb amplificado fue secuenciado en
la unidad de gendmica del INTA Castelar.



Tabla 1: Parametros hematoldgicos y bioquimicos progresivos correspondientes al paciente canino (Rocco) con diagndstico de
Ehrlichiosis monocitica canina (EMC) en la ciudad de Rafaela, Santa Fe, Argentina. En negrita se resaltan valores anormales.

Fecha 18/2/2019 25/2/2019 29/2/2019 | 15/4/2019 | 10/6/2019 | 11/6/2019 | 14/8/2019
Glébulos rojos /mm’ 4.730.000 5.050.000 5.450.000 | 5.520.000 | 6.480.000 SD 6.220.000
Gldébulos blancos /mm3 8.400 7.930 6.820 9.100 7.390 SD 6.210
Hemoglobina (g/dl) 11,1 11,9 13,0 13,3 15,2 SD 14,7
Hematocrito (%) 33,1 35,7 39,3 38,7 44,3 SD 43,4
VCM (um’) 70 71 72 70 68 SD 70
HCM (pg) 23,5 23,6 23,9 24,1 23,5 SD 23,6
CHCM (g/dl) 33,5 33,3 33,1 34,4 34,3 SD 33,9
Formula leucocitaria relativa
Neutréfilos cayados (%) 0 0 0 0 0 SD 0
Neutréfilos segmentados (%) 57 49 58 65 61 SD 70
Eosindfilos (%) 1 5 5 9 11 SD 9
Basdfilos (%) 0 0 0 0 0 SD 0
Linfocitos (%) 37 42 33 24 26 SD 15
Monocitos (%) 5 4 4 2 2 SD 6
Plaguetas /mm3 SD SD SD 359.000 71.000 118.000 152.000
Extendido sanguineo Pilas en monedas Sin presencia de H. canis SD SD SD SD Normal
Urea (g/l) 0,18 0,29 0,27 0,43 0,22 SD 0,31
Creatinina (mg/dl) 0,59 0,62 SD 0,61 0,61 SD 0,74
AST/ASA/GOT (U/1) 72 88 SD 37 47 SD 47
ALT/ALA/GPT (U/I) 43 131 SD 31 42 SD 58
Fosfatasa alcalina (U/I) 71 80 70 41 49 SD 51
Glucosa (g/1) 0,64 0,71 SD 0,88 0,92 SD 0,83
Albumina (g/dl) SD 1,88 1,56 3,02 SD SD SD
Colesterol (mg/dl) SD 175 139 SD SD SD 140
Triglicéridos (mg/dl) SD 45 79 SD SD SD 36
Proteinas totales (g/dl) 5,57 6,45 SD 6,01 6,53 SD 6,76
T4L-tiroxina libre (ng/dl) 0,39 0,67 SD 0,47 1,07 SD 0,65
TSH- tirotrofina (ng/ml) SD 0,04 SD SD SD SD SD
Test comercial E. canis SD Positivo Sb SD Sb Positivo SD
Examen de orina
Color Sb Amarillo SD SD SD SD SD
Aspecto SD Limpido SD SD SD SD SD
PH SD 6,5 SD SD SD SD SD
Densidad SD 1025 SD SD SD SD SD
Proteinas SD Contiene (+) SD SD SD SD SD
Glucosa N No contiene SD SD SD SD SD
Acetona SD No contiene Sb SD Sb SD N
Pigmentos biliares SD No contiene SD SD SD SD SD
Urobilindgeno SD Normal SD SD SD SD SD
Hemoglobina SD No contiene SD SD SD SD SD
Sedimentos SD Escasas células epiteliales planas SD SD SD SD SD
Escasos hematies (2-3/campo)
Escasos leucocitos (3-5/campo)

/mm3= milimetros cubicos; g/dI= gramos por decilitro; um3= micrémetro cubico; pg= picogramo; g/I= gramos por litro; mg/dl= miligramos por decilitro; U/I=
unidades internacionales; ng/dl= nanogramo por decilitro; (ng/dl)= nanogramo por mililitro. SD= sin datos

La secuencia obtenida (Genbank MN617030) fue edita-
da utilizando BioEdit Sequence Alignment Editor (Hall,
1999). Esta secuencia se compard con secuencias depo-
sitadas en el GenBank, siendo 100% idéntica a las se-
cuencias de dsb de E. canis aisladas de perros en
Argentina, Brasil, Estados Unidos, Cameron, Colombia y
Tailandia (N2 Genbank: KU253450, GU586135,
CP000107, DQ124254, MK783026, KY576856), asi como
también 100% idéntica a las secuencias de E. canis
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detectadas en R. sanguineus s.l. (LT) y R. sanguineus s.s.
de Argentina (N2 Genbank: KR909452, MF805005). Del
andlisis filogenético se obtuvo un arbol de maxima
verosimilitud (ML) construido a partir de secuencias de
gen dsb de distintas especies de Ehrlichia (modelo de
sustitucidon: Tamura 3 parametros + G). Denotando una
inexistencia de polimorfismo genético entre las distin-
tas cepas de E. canis de distribucidon mundial para el gen
dsb de tipo conservado (Figura 1). Adicionalmente, se



amplificé un fragmento de 935 pb del gen 18S ARNr
(siguiendo a Thompson et al. 2018) para descartar
coinfeccién con Babesia vogeli arrojando resultado
negativo.

El dia 15/04/2019 se realiza control clinico del paciente,
corroborandose que la mascota recupero su peso nor-
mal en 60 dias. Se realiza hemograma completo de
control, arrojando valores normales con leve aumento
de eosindfilos (9%). Recuento plaquetario y enzimas
hepaticas normales (Tabla 1).

El dia 10/06/2019 se realiza hemograma completo de
control, con valores normales con leve aumento de eo-
sindfilos (11%). Recuento plaquetario marcadamente
por debajo de los valores normales (71.000/ mm3).

El dia 11/06/2019 se repite recuento plaquetario arro-
jando un leve aumento de plaquetas circulantes, pero
por debajo de lo normal (188.000/ mma). Ademas, se
realiza test serologico comercial para diagndstico de E.
canis, el cual arrojo resultado positivo. El dia 14/08/
2019 se realiza control del paciente y andlisis de labo-
ratorio, los que arrojan resultado dentro de los para-
metros normales (ver tabla 1). Se realiza PCR amplifi-
cando el gen dsb, como monitoreo de la eficacia del
tratamiento, el cual arrojo resultado negativo.

El presente informe de caso corresponde al primer diag-
nostico confirmado de EMC por E. canis en la provincia
de Santa Fe, en un drea de distribucion de R. sangui-
neus s.s. Dada la inespecificidad de sintomas y signos
con los que se desarrolla esta enfermedad, es dificil
alcanzar un diagndstico clinico preciso, teniendo en
cuenta sus similitudes con otras enfermedades trans-
mitidas por garrapatas como ser babesiosis o hepato-
zoonosis canina. Esto hace necesario que la EMC sea
considerado como diagnostico presuntivo hasta tanto
no sea confirmada mediante métodos directos, como la
observacion en extendido sanguineo de la forma visible
denominada mérula (estadio morfoldgico de E. canis
dentro del fagosoma de la célula diana), la deteccidn
molecular de ADN bacteriano mediante la técnica de
PCR, o por métodos indirectos, mediante deteccién de
anticuerpos contra E. canis por serologia (Neer et al.
2002; Nosach et al. 2018). Si bien en el caso aqui re-
portado al comienzo de la enfermedad se presenta una
leve anemia, es prudente mencionar que algunos au-
tores sugieren que pacientes infectados pueden presen-
tar recuentos de eritrocitos normales (Neer et al. 2002).
Asi también, la trombocitopenia caracteristica de esta
enfermedad (ocurre en el 82% de los casos) puede no
desarrollarse al comienzo de la misma (Nosach et al.
2018), en el caso clinico aqui reportado, no se reali-
zaron recuentos plaquetarios al comienzo, y aunque,
pudo observarse una trombocitopenia marcada incluso
a meses de finalizado el tratamiento, esto Ultimo podria
atribuirse a otras causas y no a EMC por E. canis. Algu-
nos autores, para casos de EMC en Estados Unidos
aseguran que usualmente la trombocitopenia deberia
resolverse a los 14 dias de iniciado el tratamiento e
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incluso es un indicativo de una correcta respuesta del
paciente al tratamiento (Neer et al. 2002). Nuestro
paciente, ademas, mostro hipoalbuminemia, lo cual se
asocia a la perdida por via renal, intestinal, hepaticay a
la mala nutricidn, asi como la elevacion de las enzimas
hepaticas, dependiendo de la afectacidn organica.

Es cauto destacar que en la mayoria de los casos de
EMC no es posible la observacion de mérulas en exten-
didos sanguineos. Algunos autores estiman que solo en
el 4% de las formas agudas de los casos es factible su
hallazgo (Harrus y Waner, 2011). Es en este punto don-
de se hace necesario poder confirmar el diagndstico
mediante amplificacion de ADN bacteriano por técnica
de PCR, lo que ademas de caracterizar el agente etio-
l6gico, permite descartar coinfecciones con otros
microorganismos de la familia Anaplasmataceae, como
es el caso de A. platys o protozoarios como B. vogeli o
H. canis. Algunos autores sugieren que las manifes-
taciones clinicas de EMC pueden exacerbarse cuando
otros patégenos transmitidos por vectores estan pre-
sentes (Little, 2010). Eiras et al. (2013) reportan en la
provincia de Buenos Aires, una alta prevalencia de
coinfeccién en casos clinicos de EMC por E. canis con H.
canis. Asimismo, pueden darse resultados falsos nega-
tivos por PCR cuando E. canis se acantona en érganos
como bazo, higado y medula dsea (Harrus y Waner,
2011). Es importante remarcar que el test diagnostico
serolégico comercial, es una herramienta rapida en la
clinica cotidiana, pero utilizar solo este método para
confirmar casos sospechosos puede ocasionar una so-
brestimaciéon de EMC en la regidn (Cicuttin et al. 2017),
pudiendo arrojar falsos positivos al producirse reaccién
cruzada con Ehrlichia ewingii, Ehrlichia chaffeensis o A.
platys (Neer et al. 2002) o falsos negativos al no detec-
tarse anticuerpos en sangre en fase aguda. Se ha repor-
tado que, en algunos casos, habiéndose resuelto el
cuadro clinico, la persistencia de elevados titulos de
anticuerpos (por inmunofluorescencia indirecta) se
observa por afios (Neer et al. 2002).

No se pudo asociar el desarrollo de este caso de EMC
con una especie de garrapata vector, dado que, si bien
el duefio informd al clinico la presencia de una garra-
pata no se tuvo acceso a la misma.

Si bien en este estudio no se observaron diferencias
entre las secuencias del gen dsb obtenidas de dife-
rentes cepas de E. canis originarias de distintas areas
geograficas, dado que, el gen dsb es apropiado para el
diagndstico, pero su caracter conservado no permite la
diferenciacion genética de las diferentes cepas dentro
de la especie (figura 1). Es asi que, se resalta la nece-
sidad de realizar futuros estudios comparando genes
con un mayor nivel de polimorfismo, a fin de evaluar
variaciones genéticas intraespecificas y determinar si la
gravedad de los casos clinicos de EMC podria estar
vinculada con la virulencia de la cepa infectante de E.
canis.



Para comprender la epidemiologia, evaluar potenciales
riesgos y disefiar estrategias de control de EMC por E.
canis en la region centro de Argentina, se considera
necesario realizar futuros esfuerzos a fin de lograr el
aislamiento, caracterizacion y cultivo de esta cepa y
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posterior evaluacion de la competencia vectorial de R.
sanguineus s.s. para transmitirla.

E. canis R. sanguineus s.| linaje tropical, Formosa, Argentina (KR909452)

E. canis R. sanguineus s.| linaje templado, CABA, Buenos Aires, Argentina (MF805005)

E. canis cepa Pocone C6, Brasil (KY522824)

E. canis cepa Uberlandia, Brasil (GU586135)

E. canis perro, Tailandia (KY576856)

E. canis perro, Colombia (MK783026)

E. canis perro, Camerun (DQ124254)

E. canis perro (ROCCO), Rafaela, Santa Fe, Argentina

E. canis cepa Jake, Estados Unidos (AF403710)

E. canis perro, CABA, Buenos Aires, Argentina (KU253450)

Ehrlichia minasensis (JX629808)

T| Ehrlichis minasensis (KF621012)
84 Ehrlichia sp. cepa San luis, Argentina (KY413806)

I Ehrlichia sp. cf. chaffensis, Brasil (JQ085942)

Ehrlichia chaffensis, Estados Unidos (AF043711)

Ehrlichia muris (EU919248)

Ehrlichia muris (EU919249)
o ™
76 L Ehrlichia muris (EU919250)
Ehrlichia sp. cepa Jaguar, Brasil (HQ388287)

| Ehrichia ewingii (AY428950)

100 | Ehrlichia ewingii (DQ902688)

|

0.050

Figura 1: Arbol de maxima verosimilitud (ML) construido a partir de secuencias de gen dsb de distintas especies de Ehrlichia (modelo de
sustitucion: Tamura 3 pardmetros + G). Los niUmeros representan el soporte de arranque generado a partir de 1000 repeticiones. Entre
paréntesis, los numeros de acceso de GenBank. En negrita, se resalta Ehrlichia canis detectada en sangre del paciente con diagnéstico de
Ehrlichiosis monocitica canina de la ciudad de Rafaela, Santa Fe, Argentina.
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