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Resumen

La ehrlichiosis monocitica canina (EMC) es causada por la infeccion de una rickettsia denominada Ehrli-
chia canis; este microorganismo se reproduce solamente en el citoplasma de los monocitos sanguineos
y macréfagos tisulares. La EMC ha sido reportada en todo el mundo, pero las frecuencias mas altas se
reportan en las regiones tropicales y subtropicales. La EMC no siempre es reconocida clinicamente, pues
es dificil de diagnosticar debido a que los signos clinicos son variables, a que se presenta en diferentes
fases y a la existencia de coinfecciones con otros patogenos transmitidos por garrapatas y otros agentes
infecciosos. Las manifestaciones clinicas y las técnicas de diagnéstico tradicionales, como el diagnoéstico
hematologico y la demostracion tipica de morulas de E. canis en el citoplasma de monocitos en frotis
sanguineos, se han utilizado para el diagnéstico de la EMC; sin embargo, las pruebas de diagnéstico por
PCR vy la serologia mediante el uso de antigenos especificos son las pruebas mas sensibles y especificas
para el diagnéstico de la enfermedad. Este articulo presenta una revision actualizada sobre el diagnostico
de la infeccién por E. canis en perros.

Palabras clave: Ehrlichia canis, Enfermedades caninas, Trombocitopenia, Diagndstico molecular, Ensayo
de Inmunoadsorcién Enzimatica.

Abstract

Canine monocytic ehrlichiosis (CME) is caused by the infection with a rickettsial organism, Ehrlichia ca-
nis. This organism is replicated only in the cytoplasm of blood monocytes and tissue macrophages. CME
has been reported throughout the world but at higher frequencies in tropical and subtropical regions. CME
is often under-recognized since the disease is difficult to diagnose due to variable clinical signs, its diffe-
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rent stages, and frequent co-infection with other tick-borne pathogens or other infectious agents. Clinical
manifestations and the traditional diagnostic techniques such as hematology and demonstration of typical
cytoplasmic E. canis-morulae in monocytes in blood smears have been used for the diagnosis of CME;
however, the PCR-based diagnostic tests and serology methods based on specific antigens, are the most
sensitive and specific for this disease. This article reviews the current literature covering the diagnosis of
infection by E. canis in dogs.

Key words: Ehrlichia canis, dogs diseases, thrombocytopenia, molecular diagnostic techniques, Inmu-
neadsortion Enzimatic test.
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Introduccion

La ehrlichiosis es una enfermedad causada por
bacterias rickettsiales del género Ehrlichia, las cua-
les son microorganismos Gram negativos, intrace-
lular obligados, de estructuras pleomérficas y que
se localizan intracelularmente en leucocitos y pla-
quetas. Actualmente existen cinco especies reco-
nocidas: Ehrlichia canis, E. chaffeensis, E. ewingii,
E. muris y E. ruminantium. Ehrlichia canis causa la
ehrlichiosis monocitica canina (EMC) (1, 2).

Clinicamente, la ehrlichiosis puede cursar en tres
fases: aguda, subclinica y crénica. La primera
ocurre luego del periodo de incubacion, pudien-
do existir una recuperacién total o inducir a una
fase subclinica, en la que no es posible observar
signos evidentes a pesar de que el agente persiste
dentro del hospedero. La fase créonica puede seguir
a la fase subclinica, con dificil recuperacién del
paciente. Los signos clinicos de la EMC varian, de-
penden de la fase en que se encuentre el paciente
(3, 4); los mas frecuentes son: hipertermia, anore-
xia, emaciacién, hepatomegalia, esplenomegalia,
linfadenopatia y alteraciones respiratorias, cardia-
cas, nerviosas y oculares, asi como alteraciones
hematologicas que incluyen, entre otros, anemia,
leucopenia y trombocitopenia (4-7). La EMC es una
enfermedad de distribucion mundial. La prevalen-
ciay seroprevalencia de E. canis en perros varia de
3-45% y 2-88%, respectivamente, dependiendo de
la prueba de diagnéstico utilizada, condiciones cli-
maticas y distribucién de su vector, Rhipicephalus
sanguineus (2, 4, 8).

Debido a que la EMC es una enfermedad sistémica
con diferentes fases y manifestaciones clinicas, su
diagnostico es complicado. Se sospecha de EMC
cuando el perro tiene antecedentes de estar ex-
puesto a garrapatas Rhipicephalus sanguineus y
presenta manifestaciones clinicas sistémicas tipi-
cas de la enfermedad (2). Son dtiles en el diagnos-
tico de la enfermedad la citologia, la serologia, el
aislamiento del agente y las técnicas de diagnosti-
co que se realizan mediante la identificacion de la
bacteria en monocitos (detecciéon de mérulas), asi
como de las alteraciones en valores hematimétri-

cos; sin embargo, el diagnéstico definitivo de E.
canis requiere de técnicas moleculares (2, 3).

Para obtener la informacién actualizada sobre el
diagnostico de la EMC producida por E. canis en
perros se realizé una busqueda en la base de datos
Medline, utilizando los descriptores “Ehrlichia ca-
nis” y “diagnosis”. Para aumentar la recuperacion
de citas médicas veterinarias adicionales se realizo
la busqueda en google académico, usando los mis-
mos términos; también se realizaron busquedas en
libros y manuales de bacteriologia. La blisqueda se
limit6 a los articulos en inglés y espanol. Se con-
sultaron los articulos de 2005 a la fecha; sin embar-
go, se incluyeron las referencias previas cuando la
informacion se considero relevante. La blsqueda
en Medline y google académico arrojaron, respec-
tivamente, 184 y 1030 articulos cientificos sobre
el tema.

La presente revision tiene como objetivo presentar
al lector la informacién actualizada del diagnostico
de la EMC producida por E. canis en perros.

Agente Etiolégico

Ehrlichia canis es un microorganismo intracelu-
lar obligado del orden Rickettsiales, encontrado
principalmente en sangre periférica; las bacterias
individuales miden <0.5um de didmetro; parasi-
tan y se replican por fision binaria dentro de una
vacuola citoplasmatica de la célula mononuclear,
formando microcolonias o0 morulas en los mono-
citos circulantes y macrofagos. Las mérulas pue-
den contener pocos o varios microrganismos in-
dividuales, alcanzando hasta 4.6 ym de didmetro
(8-9). En la fase cronica de la enfermedad es poco
probable detectar las mérulas en los animales in-
fectados (10).

El genoma de F. canis consiste de un solo cromo-
soma circular compuesto de 1,315, 030 nucleoti-
dos (11); tiene 984 genes, incluyendo una copia de
cada uno de los genes de los acidos ribonucléicos
ribosomales (rRNA) 55, 165y 23S. Los genes 55 y
23S forman un operén, mientras el gen 16S esta
separado; esta caracteristica es rara en los genomas
bacterianos, que tipicamente presentan de una a
multiples copias de rRNAs contenidas en operones
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16S5-235-5S. Las otras dos especies pertenecientes
al genogrupo E. canis son E. chaffeensis 'y E. ewin-
gii, que pertenecen a la familia Anaplasmataceae,
del orden Rickettsiales, y comparten una similitud
de mas del 97% en la secuencia del gen 16S rRNA,
asi como varias proteinas que expresan epitopos
inmunogénicos similares, razén que cominmente
provoca reacciones cruzadas entre miembros de
este genogrupo en pruebas serolégicas (11, 12).

Aspectos inmunolégicos de interaccion
huésped-agente etioldgico

La etapa del proceso de invasién de E. canis en las
células hospedadoras incluye: adhesion, internali-
zacion y proliferacién intracelular, seguida de exo-
citosis y difusion intercelular. En el proceso de ad-
herencia e internalizacion a la célula hospedadora
estan involucradas varias proteinas de membrana
externa de E. canis, incluyendo la glicoproteina
(gp) 19, gp36 y gp140 (13). En el proceso de pro-
pagacién intercelular se ha demostrado, en con-
diciones in vitro, que esta involucrada la polime-
rizacion del citoesqueleto de actina en presencia
de calcio y hierro (14, 15). Las gp36 and gp19 han
demostrado incrementar la sensibilidad y proveen
especificidad de especie en el inmunodiagnostico
en infecciones con E. canis (16).

Diagnostico clinico

La EMC es una enfermedad multisistémica que se
manifiesta de forma aguda, subclinica y cronica;
sus manifestaciones son variables, dependiendo
de factores como la diferencia de patogenicidad
entre cepas de Ehrlichia, raza de perros, infeccio-
nes concomitantes con otras enfermedades trans-
mitidas por garrapatas y el estado inmunitario del
canino (2). La EMC presenta tres fases clinicas:

Fase aguda. Los signos clinicos suelen ser ines-
pecificos; incluso, pueden pasar inadvertidos. La
fase aguda empieza a los 8-20 dias posteriores a la
inoculacién del patégeno por picadura de la garra-
pata, con una duracion de 2-4 semanas (17). Algu-
nos de los hallazgos clinicos mas caracteristicos de
esta fase es la trombocitopenia y trombocitopatias
motivadas fundamentalmente por procesos inmu-

nomediados, y ocurre en >90% de los perros in-
fectados (15, 18). Los signos clinicos son fiebre,
apatia y decaimiento, anorexia, pérdida de peso vy,
en ocasiones, linfadenomegalia, esplenomegalia;
se ha descrito la presentacion de sintomatologia
respiratoria debida a la existencia de procesos in-
flamatorios y hemorragicos: exudado oculonasal,
disnea, cianosis y, a veces, aumento de la intensi-
dad de los sonidos respiratorios (2, 5, 6). Los pe-
rros pueden presentar tendencia al sangrado, pete-
quias, equimosis en la piel y membranas mucosas,
y ocasionalmente epistaxis. Pueden presentarse
signos oculares que incluyen uveitis anterior mas
opacidad corneal (edema o depésito de precipita-
dos celulares), hipema, tortuosidad de vasos retina-
les y lesiones corio-retinales focales (manchas pig-
mentadas rodeadas de dreas de hiperreflectividad).
Puede haber desprendimiento de retina y ceguera,
debido a hemorragias subretinales (19). Otros sig-
nos clinicos son intolerancia al ejercicio por neu-
monitis, vomitos, ataxia y claudicacion. Suelen
aparecer signos neuroldgicos como resultado de la
meningitis o hemorragias en las meninges (3).

Fase subclinica. Esta fase puede durar entre 40 y
120 dias o incluso afos, pues los caninos pueden
permanecer persistentemente infectados durante
anos sin presentar signos clinicos, pero con trom-
bocitopenia leve (17); por esta razén, todavia no
es claro cémo ciertos perros progresan a la fase
crénica de la enfermedad.

Fase cronica. Esta fase puede acompanarse de ma-
nifestaciones leves o graves; la primera se mani-
fiesta como una enfermedad vaga, con pérdida de
peso y alteraciones hematolégicas menos graves
(20). En casos crénicos graves se describen signos
clinicos como debilidad, depresién, anorexia, pér-
dida cronica de peso, palidez de mucosas, fiebre
y edema periférico, especialmente en miembros
posteriores y escroto. Sangrado por trombopatia,
como petequias, equimosis dérmicas y de mem-
branas mucosas y epistaxis, es hallazgo con fre-
cuencia (3) (Figura 1). Las petequias cutaneas y en
mucosas se observan de forma macroscépica en
los animales infectados; microscépicamente, las
hemorragias estan presentes en casi todos los 6r-
ganos del sistema; estas hemorragias son el resulta-
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do de la disfuncion plaquetaria y trombocitopenia
(21).

Los signos neurolégicos pueden ocurrir tanto en la
enfermedad aguda como croénica. Estos incluyen
signos de meningoencefalitis, como, por ejemplo:
lomo arqueado, dolor severo de cuello y lomo, pa-
raparesia o tetraparesia, ataxia, déficit de nervios
craneales y convulsiones. Los signos neurolégicos
pueden ser debidos a hemorragias, infiltracion
celular extensa y compresién perivascular de las
meninges (3). También se describe la presenta-
cion de hemorragias internas, hematuria, hipema,

hemorragia retiniana, hemoptisis, hematemesis,
hemartrosis y hemorragia cerebral. La presencia
de hemorragias en el miocardio puede producir
sintomas cardiacos como taquicardia o diferentes
arritmias que pueden acompanarse de una intensa
disnea. Si la hemorragia o la anemia son severas, el
animal puede presentar una marcada hipotension
que puede desencadenar un cuadro de shock (18).
En esta fase la concentracién de proteinas suele in-
crementarse (22). Asimismo, en la fase grave de
la enfermedad se puede desarrollar pancitopenia,
debido a hipocelularidad de médula 6sea. Esta fase
no es curable y su prondstico es grave (15).

Figura 1. Hemorragias cutaneas en parte ventral del abdomen (a) y la parte ventral del térax de un
paciente canino positivo a Ehrlichia canis (fotografias donadas por Mvz. Julio Basulto Poot

Diagnéstico de laboratorio de la infeccion
por E. Canis

Diagnésticos indirectos

Diagnostico hematoldgico. En la fase aguda de la
EMC participan fenomenos inmunologicos e infla-
matorios con incremento en el consumo de pla-
quetas y disminucion de la vida media de estas, tal
vez como resultado de secuestro esplénico (23). Es
posible que la IgG vy los anticuerpos relacionados
con las plaquetas que reconocen proteinas plaque-
tarias en canino infectados con E. canis tengan un
papel importante en la trombocitopenia (3, 20).
Ademas, se ha encontrado que en perros con ehrli-
chiosis existe una citocina sérica, llamada factor de

inhibicion de la migracién plaquetaria (PMIF), y sus
valores se relacionan de manera inversa a la canti-
dad de plaquetas; las concentraciones mas altas de
PMIF se relacionan con cepas mas virulentas de E.
canis. El PMIF es elaborado por linfocitos cuando
se exponen a monocitos infectados. La funcion de
las plaguetas, medida mediante respuestas de agre-
gacion, esta aunada a su cantidad, su disminucion
contribuye a la hemorragia (20). En la fase aguda
de la EMC, la trombocitopenia moderada o severa
es un hallazgo importante. Se diagnostica trombo-
citopenia con recuentos plaquetarios entre 20,000
a 30,000 plaquetas/ul. En un estudio realizado por
Rodriguez-Vivas et al. (7) se encontré que perros
seropositivos a E. canis tuvieron menor nimero de
plaquetas que los perros seronegativos (214,000/
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Ml y 310,000/ul, respectivamente). La tromboci-
topenia es atribuida a diversos mecanismos que
incluyen vasculitis, destrucciéon inmunomediada
y secuestro plaquetario. La vasculitis y secuestro
plaquetario se producen por el factor inhibidor
de migracion plaquetaria y la supresién en la pro-
duccién de plaquetas (fase cronica), produciendo
trombocitopenia (24). La serie roja se ve igualmen-
te afectada, presentandose anemia debido al daino
de la médula 6sea y a la acelerada destruccién
local y esplénica de los eritrocitos. Asimismo, se
puede presentar crisis hemoliticas por la formacion
de anticuerpos o por una respuesta especifica a an-
tigenos de superficie de los eritrocitos (20). En este
periodo, la anemia es, normalmente, regenerati-
va, ya que la médula 6sea suele ser hipercelular.
El recuento de leucocitos en sangre es variable;
inicialmente se encuentra una ligera leucopenia
debida al secuestro de leucocitos producido por
procesos inmunolégicos e inflamatorios. Esta leu-
copenia puede transformarse posteriormente en
leucocitosis. La funcion de los leucocitos también
puede verse alterada; los linfocitos de caninos con
ehrlichiosis pueden producir un factor con efecto
citotoxico sobre monocitos; esta sustancia podria
ser similar a la que inhibe la formacién de pseu-
dépodos plaquetarios (18). Asimismo, se presentan
niveles elevados de alanina aminotransaminasa
(300 Ul / L) y fosfatasa alcalina (2000 Ul / L), los
cuales son transitorios, pero caracteristicos en esta
fase (25, 26). En infecciones agudas de E. canis en
caninos se incrementa la proteina total (33%), la
hipoalbuminemia (22%) y la hipergamaglobuline-
mia (68 %) (27).

En la fase cronica de la EMC puede resultar en
emaciacién y con hipoplasia de la médula 6sea,
lo que ocasiona una pancitopenia (28). La grave-
dad de esta fase se ha venido asociando tanto con
la trombocitopenia como con el grado de aplasia
medular. La médula 6sea suele estar afectada, pre-
sentando inicialmente una hipoplasia eritroide que
da lugar a una anemia no regenerativa. La relacién
medular mieloide/eritroide suele estar aumentada,
siendo tipica la presencia de plasmocitosis debida
a una estimulacién antigénica crénica. A medida
que el proceso se va haciendo mas grave, la mé-
dula se ird afectando en todas sus lineas celulares,

pudiéndose producir incluso una aplasia medular
completa que determinara la presencia de un cua-
dro severo con pancitopenia, que suele desembo-
car en la muerte del paciente (18).

Pruebas serologicas

Existen varios métodos serolégicos para el diag-
noéstico de EMC. La inmunofluorescencia indirecta
(IF1) para la deteccién de anticuerpos 1gG anti-E.
canis es considerada la “prueba de oro”, ya que
indica la exposicion previa del perro a E. canis.
La deteccion de anticuerpos de la clase IgM no es
considerada un indicador confiable a la exposicion
de E. canis, ya que existe una inconsistencia en
el desarrollo de anticuerpos IgM en el curso de la
enfermedad; ademas, los anticuerpos IgM pueden
estar falsamente elevados, debido a otras infeccio-
nes ricketsiales (29). Se ha demostrado reaccién
cruzada de E. canis con E. chaffeensis y E. ewingii
ya que tienen varias proteinas que expresan epito-
pos inmunogénicos similares (11, 12).

A diferencia de los anticuerpos IgG que se consi-
deran mas especificos para la deteccion de la EMC.
Los niveles detectables de anticuerpos I1gG gene-
ralmente aparecen hasta 7-10 dias después de la
aparicion de la enfermedad (29). Segiin Waner et
al. (30), los perros son considerados seronegativos
si el titulo es menor de 1/40; ligeramente positivo,
entre 1/40 y 1/80; moderadamente positivo, entre
1/160 y 1/320, y fuertemente positivo si el titulo
es igual o superior a 1/640. En la infeccién aguda,
dos pruebas de IFl, con diferencia de 7-14 dias, es
recomendable, y un aumento de 4 veces los titulos
de anticuerpos es sugestivo a una infeccién activa.
Los anticuerpos IgG persisten por varios meses o
anos después del tratamiento o la eliminacion de
la rickettsia (2).

El ensayo inmunoadsorbente ligado a enzima (ELI-
SA, por sus siglas en inglés) ha sido usado para el
diagnostico serologico de la EMC. Harrus y Wa-
ner (2) compararon la prueba de IFl con tres dife-
rentes pruebas de ELISA para detectar anticuerpos
IgG anti-E. canis (deteccion de casos positivos): 1)
un kit de ELISA basado en una proteina recombi-
nante MAP2, 2) un dot-ELISA que usa un extracto
crudo de Ehrlichia, 3) y una ELISA comercial que
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usa péptidos sintéticos derivados de las proteinas
p30y p30-1. Las tres pruebas de ELISA y la prueba
de IFI mostraron una concordancia de 74.6% (50
muestras positivas detectadas en las tres pruebas
de ELISA de un total de 67 muestras positivas en
la prueba de IFl). El 25.4% de las muestras fueron
negativas a las pruebas de ELISA, cuando en la IFI
tuvieron titulos de anticuerpos de <1:320. Los au-
tores concluyeron que las tres pruebas de ELISA
tienen buena sensibilidad y especificidad cuando
los anticuerpos detectados por la IFI tienen titulos
de =1:320. Por tal motivo, para reducir este pro-
blema de sensibilidad de las pruebas de ELISA se
recomienda hacer un segundo diagnéstico 1-2 se-
manas después del primer diagnéstico (31). Harrus
et al. (31) mencionan que la prueba comercial de
ELISA (Snap 3DX®) para el diagndstico serolégico
de E. canis tiene una sensibilidad de 71% y una
especificidad de 100%.

Las reacciones cruzadas de anticuerpos anti-E. ca-
nis con otras especies de rickettsias han complica-
do el diagnostico serolégico de la EMC. Rikhisa
et al. (32) mencionan que los anticuerpos anti-E.
canis reaccionan con antigenos de Neorickettsia
helminthoeca y N. risticii. Asimismo, Krawczak
et al. (33) mencionan que puede existir reaccion
cruzada entre los géneros Leishmania, Babesia y
Ehrlichia. La prueba de ELISA no puede discrimi-
nar entre anticuerpos de E. canis, E. ewingii, E.
chaffeensis y E. ruminnatium (16). Sin embargo,
no existe reaccién cruzada entre anticuerpos an-
ti-E. canis y antigenos de A. phagocytophilum y A.
platys (34).

Otras pruebas seroldgicas han sido usadas para el
diagnostico de E. canis. Western blot ha sido usada
para distinguir entre infecciones por E. canis y E.
ewingii. Esto es importante, ya que la mayoria de
los perros con infeccién a E. ewingii tendran titulos
de anticuerpos anti-E. canis en la prueba de IFI (2).

La prueba rapida de inmunomigracion o inmu-
nocromatografia detecta las interacciones antige-
no-anticuerpo, y tiene la ventaja de ser almacena-
da a temperatura ambiente (entre 2 °C y 25 °QC).
La prueba rapida de testigo es otra técnica que ha
demostrado alta sensibilidad (97 %) y especificidad

(100%), y a diferencia de IFI, que es larga y costo-
sa, es simple, practica y rapida (10 minutos) (26).

Varios péptidos especificos de especies del géne-
ro Ehrlichia han sido identificados y usados para
estudios moleculares y serologicos. Gusa et al.
(35) identificaron el gen p28 de E. ewingii y en-
contraron que este péptido podria usarse como
especie especifica para estudios moleculares de
la bacteria. Posteriormente, O’Connor et al. (36)
usaron el p28 para detectar anticuerpos especificos
anti- E. ewingii en caninos infectados natural y ex-
perimentalmente. Por otra parte, Sumner et al. (37)
clonaron, secuenciaron y expresaron el gen VLPT
(“variable-length PCR target”) de E. chaffeensis,
este gen demostré ser un marcador sensible y es-
pecifico de E. chaffeensis. El antigeno p16 es reco-
nocido por los sueros de perros infectados con E.
canis y ha demostrado ser un antigeno especifico
para detectar E. canis en perros (38). Recientemen-
te se han usado los péptidos especificos de especie
para detectar anticuerpos anti-Ehrlichia, los cuales
son: p30/p30-1E para Ehrlichia spp; p16 para E. ca-
nis, VLPT para E. chaffeensis y p28 para E. ewingii
(39,40). Estos péptidos especificos de especie han
sido usados para detectar anticuerpos anti-Ehrli-
chia en caninos de Estados Unidos, Canada y en
el Caribe (40).

Diagnosticos directos

Frotis sanguineos: los frotis sanguineos consisten
en extender una pequeiia gota de sangre sobre un
portaobjetos, y tenirla con un colorante (ejemplo,
Giemsa al 10%) para su posterior observacion al
microscopio 6ptico, usando el lente de 100X. Los
monocitos son observados en busca de cuerpos de
inclusién intracitoplasmaticas (mérulas). Esta técni-
ca resulta rapida, sencilla y econémica; sin embar-
go, aproximadamente, solo en el 4% de los casos
agudos de EMC es posible demostrar los cuerpos
de inclusién intracitoplasmaticos de E. canis (2,
7). La mejor forma de detectar E. canis en frotis
sanguineo es mediante el uso de la capa flogistica.
Cuando se quiere observar moérulas de E. canis se
recomienda usar aspirados de linfonédulos, que
deben ser examinados por un experto en citologia,
logrando obtener un alto rango de deteccion de
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hasta el 50% (41,42). Mylonakis et al. (41), al usar
la capa flogistica en frotis sanguineos encontraron
un 66% de sensibilidad.

La observacion de inclusiones intracitoplasmaticas
de E. canis en monocitos es suficiente para reali-
zar el diagnostico definitivo de la ehrlichiosis; sin
embargo, si no se observan las inclusiones en los
frotis sanguineos, y el perro presenta signos de la
enfermedad, no se debe descartar la posibilidad de
una EMC. Para confirmar los casos EMC es necesa-
rio recurrir a otras pruebas complementarias (ejem-
plo, serologia y deteccion del agente por técnicas
moleculares) (2).

Diagnéstico microbioldgico y cultivos celulares:
el aislamiento de E. canis a través de cultivos celu-
lares ha permitido la caracterizacién citotéxica del
agente para producir técnicas de diagnostico sero-
l6gico mas sensibles y permitir la identificacion de
cepas de E. canis en distintas regiones del mun-
do (2, 43). La linea celular canina de macrofagos
DH82 ha sido utilizada con éxito para el cultivo
de E. canis. La prueba consiste en aislar de un caso
clinico de EMC la fraccion de células mononuclea-
res de la capa flogistica de la sangre. Las células
mononucleares obtenidas se incuban a 37 °C en
una atmosfera con 5% de CO,. Después las células
mononucleares son puestas en contacto con célu-
las DH82 no infectadas (43).

En condiciones naturales, la infeccién por E. canis
se produce tras la picadura del canino por una ga-
rrapata hematéfaga. La rickettsia penetra la “célula
blanco” a través de un proceso de fagocitosis y se
multiplica por fisién binaria. Se observan dos for-
mas morfoldgicas diferentes: las células de ndcleo
denso (CD) y las células reticuladas (CR). Las CD
son las formas que entran en los monocitos del hos-
pedero y predominan durante las primeras horas
posinfeccion (Pl). Después de 24 horas Pl solo se
observan CR, que son resultados de la fisién bina-
ria. Cuanta y ocho horas PT las mérulas contienen
varias CR que son resultado de la extensiva fisién
binaria. Las formas CD vuelven a predominar a las
72 horas, correlacionadas con el tiempo en que
son liberadas, para comenzar un nuevo ciclo (44).

De 3 a 5 dias Pl aparece un pequefio nimero de
cuerpos elementales agrupados en forma de inclu-
siones pleomérficas, con un tamano aproximado
de 1.4 a 2 micras, los cuales reciben el nombre de
cuerpos iniciales. Durante los 7-12 dias siguientes
continta el crecimiento y la replicacién de estos
microorganismos, dando lugar a las moérulas (ma-
yores de 2 micras), denominadas asi por su tipica
forma (44). Las moérulas se encuentran rodeadas
por una membrana que engloba un niimero varia-
ble de cuerpos elementales (25, 44). La destruc-
cion de la célula hospedadora parece que tiene
lugar cuando el citoplasma celular se encuentra
repleto de microorganismos, lo que trae consigo
una liberacién de cuerpos elementales que inva-
den nuevas células (44).

En Brasil se han aislado y propagado en condicio-
nes in vitro tres cepas de E. canis (45). Reciente-
mente, Alves et al. (43) aislaron una cepa de E.
canis en Brasil, usando las células DH82. Esto
ha permitido la produccion de antigenos para la
prueba de IFl. Sin embargo, el cultivo in vitro de
E. canis es laborioso y requiere de un laboratorio
equipado y personal capacitado. El crecimiento de
E. canis es lento y requiere de hasta 10 semanas
después de iniciado en cultivo de E. canis. Sin em-
bargo, Alves et al. (43), para poder aislar una cepa
de E. canis mediante el uso de la linea celular ca-
nina de macrofagos DH82, requirieron de tan solo
cuatro semanas. Por otra parte, lineas celulares
endoteliales humanas (CDC/EU.HMEC-1) han sido
usadas con éxito para el aislamiento de E. canis
(46). El aislamiento en cultivo celular es considera-
do, sin embargo, como la “prueba de oro” para el
diagnostico serolégico de ehrlichiosis (47).

Diagnéstico molecular: la prueba de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en
inglés) y la secuenciacion son métodos sensibles
para la deteccién y caracterizacién molecular de
E. canis. El resultado negativo denota que el sitio
blanco del ADN no fue detectado; sin embargo,
no necesariamente indica que el ADN no esté pre-
sente en la muestra (falso negativo). La deteccion
de ADN de E. canis se obtiene después de 4-10
dias posinoculacion. Los ensayos se basan en di-
ferentes genes blanco (165 rRNA, p28, p30, dsb,
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VirB9), siendo los genes 165 rRNA y p30 los mas
usados. Ehrlichia canis contiene multiples copias
de gen p30y una copiade 765 rRNA, lo que incre-
menta la posibilidad de detectar E. canis si se em-
plea gen p30 como blanco. Muchos estudios con
el gen 16S rRNA han proporcionado informacion
sobre la diversidad de cepas de Ehrlichia y han de-
mostrado que es un gen altamente conservado. Por
otra parte, el gen de proteina que participa en la
formacion de enlaces disulfuro (dsb) o la funcion
de los enlaces disulfuro inter- e intramoleculares
también se pueden emplear para el diagnostico de
Ehrlichia; estos genes son altamente conservados
entre las bacterias y las proteinas recombinantes
dsb de Ehrlichia y se encuentran en el periplasma
de E. chaffeensis y E. canis (46). La PCR realizada
con muestras de bazo es mas sensible para eva-
luar la eliminacién de ehrlichia, en comparacion
de muestras de sangre y medula ésea. Las bacterias
del género Ehrlichia, fundamentalmente E. canis,
podrian permanecer secuestradas en células de
tejidos del sistema mononuclear fagocitario, y se
ha reportado que pueden persistir mas tiempo en
el bazo que en la sangre periférica (48); general-
mente, las muestras empleadas en el diagnéstico
rutinario proceden de sangre del paciente, por lo
que se podrian obtener resultados negativos en
sangre y existir E. canis secuestrada en otros teji-
dos (49). Gal et al. (50) sugieren que la sangre y
los ganglios linfaticos son los tejidos de eleccién
cuando se persigue el diagnostico de EMC en la
necropsia. Sin embargo, el uso del higado o bazo
como muestra para el diagnéstico aumenta la tasa
de deteccion de este patégeno.

En infecciones experimentales, la rickettsemia de
E. canis puede detectarse en los perros a los 7-12
dias posinfecciéon, con niveles mas altos los dias
10-12 dias posinfeccion; los organismos ya no son
detectados dos semanas después del inicio de la
terapia con antibidticos (51).

Se recomienda emplear muestras de suero para el
diagnostico molecular de E. canis solo en caso de
que las muestras de sangre no sean viables. La PCR
que se realiza usando suero debe ser analizado por
triplicado, empleando el gen 765 rRNA (25).

La técnica de PCR tipo anidado ofrece la ventaja
de poder determinar las especies E. canis, E. cha-
ffeensis y E. ewingii utilizando el mismo producto
de la primera reaccion (52), tanto en muestras de
caninos como de garrapatas (53-56). Un resultado
negativo a la PCR tipo anidado, pero positivo a la
prueba serolégica, puede ser explicado por la capa-
cidad que tiene este parasito de “ocultarse” en los
macrofagos esplénicos (57). Recientemente, con la
técnica de PCR tipo anidado se ha diagnosticado
E. canis en perros y en garrapatas Rhipicephalus
sanguineus (58).

La PCR de tiempo real es mas sensible que la PCR
convencional y cuantifica la cantidad de bacte-
rias presentes; esta técnica es menos propensa a
la contaminacién que la PCR convencional y si se
presenta la contaminacién esta puede ser detecta-
da por el anélisis de fusion de curvas. La PCR de
tiempo real es el método mas rapido para el diag-
néstico de E. canis.

Recientemente se han construido iniciadores qui-
méricos de ADN/RNA para el gen 7165 rRNA de E.
canis. Varias bases de RNA fueron incorporadas en
posiciones especificas de los iniciadores del ADN
mientras que no se incorporaron tramos de RNA;
el empleo de los iniciadores quiméricos disminu-
y6 la formacion de subproductos indeseables y
aumento 10 veces la sensibilidad del ensayo (59).
Asimismo, se ha empleado la PCR de tiempo real
de disociacion de alta resolucion para discrimi-
nar entre diferentes especies y cepas de ehlichias.
Peleg et al. (60) desarrollaron una prueba de PCR
multiple en tiempo real para detectar los genes 165
rRNA de E. canis y hsp70 de Babesia canis vogeli,
y encontraron buenos resultados sin la necesidad
de realizar amplificacion previa de los genes. Esta
prueba se recomienda para usarse en el diagnosti-
co de ambos agentes, lo que ayudaria a reducir los
costos y tiempo.

La PCR de tiempo real también permite detectar si-
multdneamente varios patégenos en una muestra;
sin embargo, se podria esperar una disminucion
de la sensibilidad por la presencia de reacciones
multiples en el ensayo (2).
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Debido a la secuencia de ADN, el gen 16S rRNA
de E. canis se emplea Unicamente para la identi-
ficacion genética y no caracteriza la diversidad
gendémica del agente; en aios recientes se ha em-
pleado el gen gp36, que codifica una proteina in-
munorreactiva para caracterizar nuevos aislamien-
tos de E. canis (61-63).

El bazo ha sido identificado como la primera fuen-
te de Ehrlichia para el diagnéstico y es considera-
do como el principal 6rgano para el diagnostico
molecular de la ehrlichiosis (25, 48). En un estu-
dio realizado por Faria et al. (64), en perros que
manifestaron trombocitopenia y signos clinicos de
ECM, se encontré que los aspirados de bazo fue-
ron mejores en la deteccion de infecciones por F.
canis, pudiendo detectarse hasta un 48.5% de pe-
rros con morulas de E. canis, mientras el 72.5% de
los perros fueron positivos a la detecciéon de ADN
de E. canis por pruebas moleculares.

Recientemente, Muangchuen et al. (65) desarrolla-
ron una técnica para la deteccién colorimétrica de
E. canis a través de la hibridacién en nanocoloi-
des de oro. La técnica se basa en la amplificacion
del gen p30, usando la amplificaciéon isotérmica
en forma ciclica. La técnica fue especifica y rapida
para identificar la bacteria (90 min), pudiendo de-
tectar 50 copias del ADN blanco.

Conclusiones

La EMC es una enfermedad sistémica de distribu-
cion mundial, con diferentes manifestaciones cli-
nica, lo que complica su diagnéstico. La primera
sospecha de EMC es cuando el perro se expone a
infestaciones por la garrapata Rhipicephalus san-
guineus y empieza a manifestar signos inespecifi-
cos que se asocian con trombocitopenia y trom-
bocitopatias. Los signos clinicos principales son
fiebre, apatia, decaimiento, anorexia, pérdida de
peso, disnea, cianosis y cuadros hemorragicos. A
nivel mundial existe abundante informacién so-
bre el diagnostico de la EMC, siendo las pruebas
serologicas las mas usadas. Las técnicas tradicio-
nales de diagndstico mediante los signos clinicos,
identificacién de morulas de E. canis en frotis san-
guineos, alteraciones en estudio de hematicos y
citologia son herramientas utiles en el diagnosti-

co de la enfermedad; sin embargo, las pruebas de
diagnostico por PCR y la serologia mediante el uso
de antigenos especificos son las mas sensibles y
especificas para el diagnostico de la enfermedad.
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