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Resumen: La ehrlichiosis monocítica canina (EMC) es una enfermedad transmitida por garrapatas y causada por Ehrlichia canis. El objetivo de este trabajo fue confirmar molecularmente la presencia de  E. canis en perros del Área Metropolitana de Buenos Aires (AMBA), determinando la distribución estacional y espacial. Se analizaron muestras de sangre de pacientes con sospecha de EMC procedentes del AMBA. Las muestras fueron analizadas ini-cialmente con una PCR para la detección de familia Anaplasmataceae y aquellas que resultaron positivas fueron sometidas a una PCR especie-específica. Entre febrero de 2016 y enero de 2017, el 77,6% (n=268) de las muestras fueron positivas mediante la PCR para  E. canis. El porcentaje de muestras positivas en Gran Buenos Aires (GBA) fue mayor que en Ciudad Autónoma de Buenos Aires (CABA). Los meses con mayor porcentaje de positividad correspondieron a noviembre, enero y marzo tanto para GBA como para CABA. Este trabajo corrobora los datos de otros estudios que han reportado la presencia de  E. canis en perros con signos compatibles con EMC. Asi-mismo, la estacionalidad observada y el mayor porcentaje de muestras positivas registrado en GBA constituyen un aporte relevante al conocimiento sobre la epidemiología de la EMC en Argentina. 
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 Summary: Canine monocytic ehrlichiosis (CME) is a tick-borne disease caused by Ehrlichia canis. This work aimed to molecularly confirm E. canis in dogs and to determine the seasonal and spatial distribution. Blood samples from dogs with suspected CME from the Buenos Aires Metropolitan Area (BAMA) were studied. The samples were initially analyzed with a PCR to detect family Anaplasmataceae and the positives were subjected to a species-specific PCR. Between February 2016 

 and January 2017, 77.6% (n=268) of the samples were positive for E. canis. The number of positives in Greater Buenos Aires (GBA) was higher than in the Buenos Aires City (BAC). Both GBA and CABA the highest percentage of positivity corresponded to November, January and March. This work corroborates data from other studies that have reported the presence of E. canis in dogs with clinical signs compatible with CME. Moreover, the seasonality and the largest number of positive samples registered in GBA constitute a relevant contribution to knowledge about the epidemiology of CME in Argentina. 
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Introducción 

La ehrlichiosis monocítica canina (EMC) es una enfermedad bacteriana con distribución mundial, transmitida por garrapatas (Harrus y Waner, 2011). Es causada por  Ehrlichia canis, microorganismo perteneciente al género   Ehrlichia  (familia  Anaplasmataceae,  orden  Rickettsiales,  clase  Alphaproteobacteria)  (Dumler   et  al., 2011). La transmisión de  E. canis ocurre principalmente por parasitismo de garrapatas  Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l.) (Ipek  et al., 2018). Luego de la infección, los perros pueden padecer diferentes cuadros clínicos, desde una forma subclínica hasta manifestaciones severas que comprometen la vida del paciente dependiendo del estado inmune, virulencia de la cepa y coinfección con otros microorganismos (Unvera  et al., 2009). Con Para citar este artículo: De Salvo, M.N.; Díaz Pérez, P.M.; & otros (2023).  Ehrlichiosis monocítica canina en el Área Metropolitana de Buenos Aires . FAVE Sección Ciencias Veterinarias n°22, e0027. DOI: 10.14409/favecv.2023.22.e0027 
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respecto a la importancia de la EMC en salud pública, con la evidencia actual disponible, el potencial zoonótico es considerado muy bajo (Perez  et al.,  1996; Daza  et al.,  2018). 

El diagnóstico de EMC puede realizarse en forma directa mediante la detección del agente o su ácido des-oxirribonucleico (ADN); o bien indirectamente, demostrando la respuesta inmune del hospedador generada posteriormente a la exposición al microorganismo. Las pruebas moleculares basadas en la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) son las más apropiadas debido a que permiten confirmar infección reciente en una sola muestra, generalmente antes de que los pacientes muestren seroconversión (Harrus y Waner, 2011; Martin  et al., 2019). 

En Argentina se reportaron casos de EMC en gran parte del país. Eiras  et al. (2013), confirmaron 6/86 perros con  E. canis en el Gran Buenos Aires (GBA), mientras que Cicuttin  et al. (2016) registraron una prevalencia del 6,7 % (15/223) para toda el Área Metropolitana de Buenos Aires (AMBA). Posteriormente se reportaron casos en Entre Ríos, Córdoba y Mendoza (Guendulain  et al., 2020, Sánchez  et al., 2020, Sebastian  et al., 2021). Por otra parte, en diversos estudios realizados en perros clínicamente sanos de la Ciudad Autónoma de Buenos Aires (CABA), Bahía Blanca (Buenos Aires), Córdoba y Santa Fe no se encontró  E. canis, pero se hal ó  Anaplasma platys (Cicuttin  et al., 2014a; Cicuttin  et al., 2014b; Mascarelli  et al., 2019). 

El objetivo de este trabajo fue confirmar molecularmente la presencia de  E. canis en en perros con sospecha de EMC procedentes del AMBA, determinando la distribución estacional y espacial de las muestras positivas. 

Materiales y métodos 

Área de Estudio y selección de las muestras. Se analizaron muestras derivadas para el diagnóstico de EMC 

provenientes de perros con sospecha de la enfermedad que residían dentro del AMBA (área comprendida por CABA y el conjunto de las 24 jurisdicciones de la provincia de Buenos Aires más cercanas a la ciudad y conocidas como GBA). De cada una de las muestras incluidas se recolectaron los siguientes datos: procedencia geográfica, sexo, raza y edad. 

Detección molecular. La extracción de ADN fue realizada a partir de sangre entera con anticoagulante ácido etilendiaminotetraacético (EDTA), utilizando un kit comercial de columnas de sílice (High Pure PCR 

Template Kit, Roche®) y siguiendo las indicaciones del fabricante. El eluato resultante se conservó a -70°C hasta el momento de su utilización. 

En el servicio diagnóstico se utilizó una PCR de rutina para la detección de un fragmento del ARNr 16S de la familia Anaplasmataceae (que incluye los géneros  Ehrlichia y  Anaplasma) (Tabla 1). En cada reacción de PCR 

además se incluyeron los cebadores para amplificar una región del gen de beta-actina (Tabla 1), utilizado para verificar la ausencia de inhibidores de la PCR en las muestras y la correcta extracción del ADN. Como control positivo se utilizó ADN de  Anaplasma centrale y como control negativo se usó agua libre de nucleasas. 

Tabla 1.  Secuencias de cebadores utilizadas en este estudio. 



Cebadores 

Secuencia (5´3´) 

Referencia 

EHR16S-D 

GGTACCYACAGAAGAAGTCC 

Flia. Anaplasmataceae 

Parola  et al., 2000 

EHR16S-R 

TAGCACTCATCGTTTACAGC 

ß-Actina-F 

ACCCACACTGTGCCCATCTA 

β-actina 

IDT, Biodynamics 

ß-Actina-R 

CGGAACCGCTCATTGCC 

forward CANIS 

CAATTATTTATAGCCTCTGGCTATAGGA 

 E. canis 

Nazari  et al. , 2013 

reverse GA1UR 

GAGTTTGCCGGGACTTCTTCT 

Para el presente estudio, las muestras positivas fueron sometidas a una segunda PCR especie-específica que permite amplificar un fragmento de 409 pares de bases (pb) del gen que codifica la subunidad 16S del ARNr de  E. canis (Tabla 1). Como control positivo se utilizó ADN de  E. canis, y como negativo agua libre de nucleasas. 

Análisis estadístico. Se realizó un análisis estadístico descriptivo mediante el cálculo de las frecuencias y porcentajes de las variables consideradas para la muestra. La prueba de Chi cuadrado fue utilizada para deter-minar la asociación entre las variables y la positividad a la PCR, calculando el  odds ratio (OR) para medir el riesgo, con un  p < 0,05. Todos los análisis se realizaron utilizando el software InfoStat/L 2020. 
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Se estudió la distribución de las muestras positivas por municipio y comuna, así como por área (GBA y CABA) con la realización de mapas de distribución mediante el software QGIS 2.18.3. La distribución estacional de las muestras confirmadas por PCR de EMC se analizó mes a mes, en función del total de muestras recibidas. 

Resultados 

Entre febrero de 2016 y enero de 2017, se recibieron 1468 muestras de sangre con EDTA de perros sospechosos de EMC, de las cuales 280 resultaron positivas a la PCR de rutina para la familia Anaplasmataceae. En el presente estudio se incluyeron 268 positivos, excluyendo las 12 muestras restantes debido al escaso volumen remanente de ADN. 

De las muestras analizadas, el 61,2% (n=164) procedieron de GBA (con muestras que representaron 23/24 

municipios), mientras que el 38,8% (n=104) restante provino de CABA (con muestras de 14/15 comunas). El 53,4% (n=143) fueron machos, el 61,9 % (n=166) de raza indefinida y la edad de los animales osciló entre el mes de vida y los 15 años y medio (mediana=3 años). 

Mediante la PCR específica para  E. canis resultaron positivas el 77,6% (208/268) de las muestras. La distribución geográfica de los positivos a EMC   se muestra en la Figura 1. Los resultados de la PCR específica para  E. 

 canis según la procedencia mostraron que el porcentaje de muestras positivas en GBA fue del 89,0% (146/164) y en  CABA  del  59,6%  (62/104),  con  diferencias  estadísticamente  significativas  entre  ambas  procedencias ( p<0,001). El cálculo del OR indica que la razón entre ocurrencia  versus no ocurrencia de  E. canis fue 5,5 veces mayor en caninos de GBA en comparación con aquellos procedentes de CABA (IC95: 2,9-10,3). Se observó que en GBA el mayor porcentaje de muestras positivas fue en los municipios de José C. Paz, Moreno y San Miguel; mientras que en CABA las comunas 1, 8, 5 y 2 fueron las que presentaron mayor porcentaje de positividad. 

Dado que de algunas zonas no se recibieron muestras (Berazategui), o el número era muy bajo (Almirante Brown, Florencio Varela, Hurlingham, Malvinas Argentinas, San Fernando y San Isidro), no se realizó análisis estadístico por municipio o comuna. 



Figura 1.  Distribución geográfica de las muestras positivas a  E. canis. Berazategui: no se obtuvieron muestras de este municipio. 

No se encontró asociación entre EMC y las variables raza y sexo. Por otro lado, las diferencias entre animales menores o iguales a 3 años y aquellos mayores a esa edad resultaron estadísticamente significativas ( p<0,05). El cálculo del OR indica que la razón entre ocurrencia  versus no ocurrencia de  E. canis  fue 2,7 veces mayor en caninos que superaron los 3 años de edad (IC95: 1,4-5,5). 
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En cuanto a la distribución estacional, se encontró tanto para GBA como para CABA que los meses con mayor porcentaje de positividad correspondieron a noviembre (26,7% GBA y 24,2% CABA), enero (15,1% GBA y 19,4%CABA) y marzo (17,8% GBA y 11,3% CABA), seguidos de diciembre, octubre y febrero. Entre abril y septiembre se observaron valores menores al 3,5%, siendo el periodo de mayo a agosto el de menor cantidad de positivos para ambas regiones (Figura 2). Al estudiar la asociación entre muestras positivas y época del año, sin discriminar las regiones, se encontraron diferencias estadísticamente significativas ( p<0,05) entre los periodos  primavera-verano  (febrero,  marzo,  octubre,  noviembre,  diciembre y  enero)  y  otoño-invierno  (abril, mayo, junio, julio, agosto y septiembre). El cálculo del OR indica que la razón entre ocurrencia  versus no ocurrencia de  E. canis fue 3,2 veces mayor en primavera-verano que en otoño-invierno (IC95: 1,4-7,3). 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2.  Distribución estacional de las muestras positivas a  E. canis. 

Discusión 

El presente estudio demuestra una amplia circulación de  E. canis en perros del AMBA, especialmente en el GBA presentando una marcada estacionalidad. 

Los resultados demostraron un mayor porcentaje de muestras positivas a la PCR específica de   E. canis (77,6%, n= 208/268) respecto a los hal azgos de Cicuttin  et al., (2016) (50%, n= 30) y Eiras  et al., (2013) (6,9%, n= 

86). Las diferencias podrían deberse al criterio de definición de caso sospechoso que toman los veterinarios al momento de enviar las muestras para la confirmación molecular, así como a la cantidad de muestras analizadas en los estudios. Por otra parte, el lugar de residencia, las condiciones climáticas y la exposición a factores de riesgo de los perros al momento del estudio constituyen factores que podrían propiciar la abundancia del vector y modificar los valores de positividad (Angelou  et al.,  2019; Yuasa  et al.,  2012). 

En relación a las variables asociadas con la EMC, estudios realizados en distintos países han reportado que la edad, acceso a cal es y vecindarios urbanos, infestación por garrapatas, y la residencia en las afueras del área metropolitana se asociaron significativamente con la infección con  E. canis (Barrantes-Gonzales  et al., 2016; Ojeda-Chi  et al., 2019; Paulino  et al., 2018). En el presente estudio, al evaluar la distribución de las muestras positivas de acuerdo a su procedencia, se observó que existe un mayor número de positivos en GBA que en CABA, coincidiendo con los hal azgos de Barrantes-Gonzáles  et al., (2016), donde la prevalencia de EMC fue mayor en perros que residían en las afueras del área metropolitana en comparación con aquellos que lo hacían dentro de la misma. De esta manera, los caninos que residen en el GBA podrían estar expuestos a ambientes más favorables para el desarrol o de la infección con el agente patógeno, considerando que la presencia de  E. 

 canis depende principalmente de la distribución de su vector, por lo cual una mayor prevalencia de EMC se correlaciona directamente con aquellas condiciones ambientales en las cuales se favorece el ciclo de vida de las garrapatas del grupo  R. sanguineus (Mircean  et al., 2012). En este trabajo, la distribución estacional de perros positivos presentó mayores valores de positividad en los meses de marzo, noviembre y enero donde el clima, entre otras condiciones, favorece la infestación con garrapatas. En coincidencia con lo mencionado, estudios 4 





l evados a cabo en perros de Uruguay y Chile han demostrado que  R. sanguineus  s.s. posee una marcada actividad estacional con mayor aparición de adultos desde la segunda quincena de agosto hasta marzo, alcanzando un pico en octubre mientras que, para los estadios inmaduros los meses de actividad fueron desde agosto a febrero siendo en este último mes en el que más cantidad se observó (Alcaíno  et al., 1990; Venzal  et al., 2007). 

La EMC debe considerarse una enfermedad emergente en nuestro país, dado la ascendente casuística y distribución geográfica (Cicuttin  et al., 2017; Sebastian  et al., 2021; De Salvo  et al., 2022). La identificación de la especie bacteriana involucrada en cada caso sospechoso de EMC no suele realizarse como parte del diagnóstico de rutina, resultando de interés poder confirmar no sólo la presencia de  E. canis, sino también la de otros patógenos pertenecientes a la familia Anaplasmataceae con potencial zoonótico más relevante. En este trabajo se uti-lizaron cebadores específicos de  E. canis para un fragmento del ARNr 16S descriptos previamente (Nazari  et al. , 2013), sin embargo, dado que no se han secuenciado los productos obtenidos y dado que en Argentina el conocimiento sobre el género  Ehrlichia  se ha comenzado a profundizar recién en esta última década, existe la posi-bilidad que agentes cercanos filogenéticamente a  E. canis estén contribuyendo a la casuística en los perros. En ese sentido, futuros estudios deberían conducirse con el fin de profundizar en el conocimiento de la epidemiología de la EMC y otros patógenos transmitidos por garrapatas en perros de distintas regiones del país, incluyendo áreas urbanas, suburbanas y rurales. 
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