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RESUMEN

Los objetivos de esta investigacion fueron determinar la prevalencia de anticuerpos
anti-E. canisy la deteccion molecular de E. canis, asi como determinar el nivel de infes-
tacion y especies de garrapatas en perros de una comunidad rural del estado Aragua,
Venezuela. Se recolectaron muestras sanguineas de 110 perros domésticos y fueron
evaluadas por inmunofluorescencia indirecta (IF1) y por la técnica de reaccion en cadena
de la polimerasa anidada (PCR). La seroprevalencia resulté en 77.3% y la deteccion
molecular fue de 45.2%. El porcentaje de perros infestados por garrapatas fue de 69%,
identificandose mayormente a Rhipicephalus sanguineus. Se determin6 que 80% (68/85)
de los perros seropositivos y el 32% (8/25) de los seronegativos estaban infestados por
garrapatas (OR=8.5, IC 95%: 3.19-22.6; p<0.00001).
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Estudio serolégico y molecular de E. canis en perros de una comunidad de Aragua

ABSTRACT

The aims of the study were to determine the prevalence of antibodies anti-E canis
and the molecular detection of E. canis as well as to determine the species and level of
tick infestations in dogs from a rural community in Aragua state, Venezuela. Blood samples
from 110 domestic dogs were obtained and analyzed by Indirect Immunofluorescence
(IFI) and Nested Polymerase Chain Reaction (PCR). The seroprevalence was 77.3% and
the molecular detection was 45.2%. The percentage of dogs infested with ticks was 69%,
mostly with Rhipicephalus sanguineus. The results showed that 80% (68/85) of
seropositive dogs and 32% (8/25) of seronegative dogs were tick infested (OR=8.5, 95%,

C13.191t0 22.6; p<0.00001).

Keywords: Ehrlichia canis, ehrlichiosis, IFI, PCR, Rhipicephalus sanguineus, Vene-

zuela

INTRODUCCION

La ehrlichiosis canina es una enferme-
dad importante, considerada emergente que
afecta a los perros y otros canidos, y cuyo
agente etiolégico es primordialmente
Ehrlichia canis (Little, 2010; Neer et al.,
2002); sin embargo, hay reportes de
ehrlichiosis canina causada por E.
chaffeensis (Breitschwerdt et al., 2014).

E. canis es una bacteria intracelular
obligatoria, Gram negativa y pleomorfica que
tiene tropismo por células mononucleares
(Harrus y Waner, 2011), clasificada en la fa-
milia Anaplasmataceae (Dumler et al., 2001).
Se transmite principalmente por la garrapata
marréon del perro, Rhipicephalus
sanguineus, de amplia distribucion mundial
(Groves et al., 1975). La alta prevalencia de
esta garrapata en las regiones tropicales y
subtropicales es favorecida por las condicio-
nes climaticas que le permiten mantenerse
activas durante todo el afio, determinando que
en estas regiones también se observe una
mayor prevalencia de E. canis en perros
(Vieira et al., 2011). R. sanguineus adquie-
re E. canis al alimentarse de perros infecta-
dos, pudiendo transmitir la infeccion por lo
menos durante 155 dias (Groves et al., 1975).
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La enfermedad se caracteriza por pre-
sentar tres etapas: aguda, subclinica y croni-
ca. La etapa aguda se presenta entre 1y 3
semanas después de la picadura de garrapa-
tas infectadas. Los perros presentan fiebre,
anorexia, pérdida de peso, conjuntivitis, des-
cargas oculares y nasales, linfadenomegalia
y esplenomegalia; asi como anemia
normocitica y normocrémica, leucopenia y
trombocitopenia entre los hallazgos
hematoldgicos. En la etapa subclinica hay
persistencia del microorganismo en el hués-
ped en ausencia de signos clinicos, pudiendo
permanecer desde semanas a afios, donde
puede ocurrir anemia no regenerativa,
leucopenia y trombocitopenia moderada. La
hipoplasia de la médula d¢sea es un hallazgo
caracteristico de la fase crénica y puede re-
sultar en pancitopenia marcada. Al igual que
en la etapa aguda, hay tendencia a hemorra-
gias, debido a la trombocitopenia y la
trombopatia (Harrus et al., 1999; Preziosi y
Cohn, 2002; Procajlo et al., 2011). En el pe-
rro es muy comun la enfermedad
asintomatica, constituyendo un factor
epidemioldgico importante para la disemina-
cion de la infeccion.

En Venezuela, E. canis se encontr6 por

primera vez en Maracaibo, Zulia, en 1992
(Arraga, 1992); sin embargo, se dispone de
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escasa informacion local, a diferencia de otros
paises donde se dispone de numerosas publi-
caciones sobre su seroprevalencia y detec-
cion molecular (Silva et al., 2010; Nazari et
al., 2013; Rojas-Trivifio et al., 2013; Pérez-
Vera et al., 2014). La presente investigacion
reporta la prevalencia seroldgica y la detec-
cion molecular de E. canis y de otras posi-
bles especies de la familia Anaplasmateceae
en la comunidad de Jobalito, municipio Ribas
del estado Aragua, debido al reporte de ca-
s0s de ehrlichiosis humana en esta zona. Tam-
bién informa sobre las especies de garrapa-
tas encontradas en los perros infestados.

MATERIALES Y METODOS

Area del Estudio

La comunidad de Jobalito esta localiza-
da en el municipio Ribas, estado Aragua, en
el centro-norte de Venezuela, con caracte-
risticas de bosque seco premontano. El cli-
ma es marcadamente estacional, con perio-
dos de lluvia y sequia, esta Gltima de noviem-
brea abril. EI promedio de temperatura anual
es de 25 °C (20-30 °C) y la precipitacion
pluvial es de 850 a 1000 mm.

Poblacion y Muestras

En la comunidad habitaban 203 fami-
lias y un total de 210 perros. De estos, se
analizaron las muestras de 110 canes entre
marzo y septiembre de 2012. El numero de
perros por vivienda era de 0 a 5; sin embar-
go, solo se tomd una muestra por vivienda,
de modo que en aquellas casas con mas de
un perro, se seleccion6 uno al azar mediante
un muestreo aleatorio simple.

De cada perro se obtuvieron dos mues-
tras de sangre por puncion de la vena
cefalica. Una muestra en un tubo sin
anticoagulante, la cual se centrifug6 a 2500 g
durante 5 min, y el suero resultante fue al-
macenado a -20 °C. La otra muestra se co-
locd en un tubo con anticoagulante EDTA,
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desde donde se distribuy6 en alicuotas de 1
ml y se almacenaron a -70 °C. Asimismo, se
recolectaron garrapatas por traccion ligera a
contrapelo. Los especimenes fueron preser-
vados en alcohol isopropilico al 70% para su
posterior identificacion con las claves de
Jones et al. (1972) y Guerrero (1996).

Para la identificacion por PCR de las
especies E. chaffeensis y E. canis, se pro-
cesaron 31 muestras seleccionadas de ma-
nera aleatoria, lo cual representa el 28% de
perros que participaron en el estudio.

Inmunofluorescencia Indirecta (IFI)

La prueba de IFI fue realizada de acuer-
do a lo reportado por Rikihisa et al. (1992).
Los sueros fueron diluidos 1:40 en buffer
fosfato salino (PBS, pH 7.2). Se utilizaron
laminas de 12 circulos con antigeno de E.
canis (las células infectadas con E. canis
fueron cedidas por Jacqueline Dawson, CDC
de Atlanta). En cada ensayo se incluyeron
controles positivos y negativos, ademas de
un control de PBS. Se consideraron positivas
aquellas muestras en las que se observaban
mérulas fluorescentes y negativas aquellas
con ausencia de fluorescencia.

Extraccion de ADN y Reaccion en Ca-
dena de la Polimerasa (PCR)

La extraccion del ADN y el PCR se
realizaron de acuerdo a técnicas descritas pre-
viamente utilizando kits comerciales
(Gutiérrez et al., 2009).

Para la PCR de género se utiliz6 1.75 +
0.84 g (contenidos en 10 pl) de las muestras
de ADN. Cada muestra fue amplificada en
un volumen de reaccion de 50 pl, el cual con-
tenia 5 mmol/l MgCI2, 0.2 mmol/l de una
mezcla de dexoxinucledsidos trifosfato, 1.25
U de Tag polimerasa (Promega, Madison, WI,
EEUU) y 2 pmol de los siguientes cebadores:
ECB (5"-CGTATTACC GCGGCTGCT-
GGCA3) y ECC (5-AGA-ACGAACG-
CTGGCGGCCAAGC-3)).

Rev Inv Vet Perti2015; 26(4): 648-656
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Se inici6 con 94 °C durante 4 miny lue-
go 40 ciclos de 94 °C durante 1 min para la
desnaturalizacion, 68 °C por 1 min para la
hibridizacién y 72 °C por 1 min para la exten-
sién en un termociclador (PTC-200 MJ
Research, GMI Inc., Ramsey, MN, EEUU).
Para la PCR anidada, la mezcla de reaccion
y condiciones fueron las mismas que la ante-
rior PCR, excepto por los cebadores, tempe-
ratura de hibridacion y templete de ADN.

Para la amplificacion de E. canis se
utilizaron 2 pmol de los cebadores: «canis»
(5"-CAATTATTTATAGCCTCT-
GGCTATAGGA-3") y HE3 (5'-TATAG-
GTACCGTCATTATCTTCCCTAT-3).

Para la amplificacion de E. chaffeensis
se utilizaron 2 pmol de los cebadores: HE1
(5"-CAATTGCTTATA-ACCTTTTGGTT
ATAAAT-3") y HE3.

La temperatura de hibridacién fue de
60 °C por 1 min y 1 ul del producto de la
primera amplificacion se utiliz6 como molde
de ADN. Como control positivo de ADN se
emplearon purificados de células DH82 in-
fectadas con E. canis y E. chaffeensis. Asi-
mismo, se utiliz6 ADN purificado de cultivo
Escherichia coli como control positivo para
los cebadores ECB y ECC y como control
de especificidad para el par de cebadores
«canis»/HE3 y HE1/HE3. Como control ne-
gativo se utilizd ADN purificado de muestras
sanguineas obtenidas de cuatro cachorros
recién nacidos sin contacto con garrapatas.
Se incluyd un control negativo sin templete
de ADN, usando agua en su lugar. Los pro-
ductos de las reacciones de amplificacion se
separaron en geles de agarosa al 1.2 %, se
colorearon con bromuro de etidio y se foto-
grafiaron con iluminacion UV.

Andlisis Estadistico
Para calcular la prevalencia de
anticuerpos 1gG anti-E. canis en perros, se

asumié que existia una prevalencia de al me-
nos 50%, por lo cual se requirié un tamafio
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minimo de muestra de 96 perros para una
poblacion total de 210 caninos, probabilidad
de error tipo | de 0.05 y una potencia de 80%.
El célculo del tamafio de muestra se hizo a
través del programa Epi Info (Fleis, 1981).
Se calcul6 la seroprevalencia de anticuerpos
anti-E. canis e identificacion molecular utili-
zando la distribucién de frecuencias y por-
centajes.

Las variables perros seropositivos y te-
nencia de garrapatas se analizaron utilizando
la razén de suertes (OR) cruda y la prueba
de asociacion estadistica se hizo a través de
la distribucion Chi cuadrado. El nivel de
significancia (c)) para las pruebas estadisti-
cas fue de 0.05. Para el analisis de los datos
se utilizaron los paquetes estadisticos Epi Info
v. 6.04c y Stata v. 5.0.

REsuLTADOS

En el analisis serolégico en busca de
anticuerpos IgG anti-E. canis, se detectaron
85 muestras positivas (85/110; 77.3%) y 25
muestras negativas (25/110; 22.7%).

Se colectaron cerca de 500 garrapatas
de 76 perros (76/110; 69%). Todas las garra-
patas eran de cuerpo duro (Ixodidae) y la
mayoria de la especie R. sanguineus (ga-
rrapata marron del perro), tanto adultos (ma-
chos y hembras) como ninfas. Ademas, se
identificaron dos ejemplares adultos (macho
y hembra) de Amblyomma cajennense, un
adulto (hembra) de A. maculatum, un adulto
(hembra) de Amblyomma sp y una ninfa, pro-
bablemente, de A. cajennense.

El 80% (68/85) de los perros
seropositivos y el 32% (8/25) de los
seronegativos estaban infestados por garra-
patas. EI OR estimado fue de 8.5 (IC 95%;
3.19-22.6); es decir, los perros que tenian
garrapatas tuvieron mas probabilidad de ser
seropositivos que los perros que no las tenian
(p<0.00001).
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Cuadro 1. Frecuencia de Ehrlichia canis en perros provenientes de la comunidad de
Jobalito, Zuata estado Aragua, mediante PCR anidada

o st e
(ECC/ECB) (HESECA) Toul . )
Negativo Positivo Negativo Positivo
Negativo 11(35.5) 4 (12.9) 15 (48.4) 15 (48.4) 0 (0.0)
Positivo 6 (19.3) 10 (32.3) 16 (51.6) 16 (51.6) 0 (0.0)
Total 17 (54.8) 14 (45.2) 31(100) 31(100) 0(0.0)

Cuadro 2. Relacién entre la serologia a E. canis y resultados de la PCR anidada en perros de
la comunidad de Jobalito. Parroquia Zuata, Estado Aragua

E. canis
Serologia (HE3/ECA) Total
Negativo Positivo
Negativo 10 (32.2)" 0 (0.0) 10 (32.2)
Positivo 7 (22.6) 14 (45.2) 21(67.8)
Total 17 (54 8) 14 (45.2) 31 (100)

' Los valores entre paréntesis son porcentuales

Al examinar las muestras de perros con
la PCR de género (cebadores ECC/ECB),
51.6% (16/31) fueron positivas. La PCR ani-
dada para E. canis (cebadores HE3/ECA)
resultd positiva en 45.2% (14/31). Con res-
pecto a los resultados de la PCR para E.
chaffeensis (cebadores HE1/HE2) ninguna
de las muestras result6 positiva (Cuadro 1).
Es importante resaltar que 19.3 (6/31) y
51.6% (16/31) de las muestras fueron positi-
vas a género y negativas a las especies E.
canis y E. chaffeensis, respectivamente
(Cuadro 1).

Con relacion al resultado seroldgico, las
14 muestras PCR anidadas positivas fueron
seropositivas y de las 17 muestras PCR ani-
dadas negativas, 10 fueron seronegativasy 7
fueron seropositivas (Cuadro 2).
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Discusion

En diversas publicaciones se evidencia
la seroprevalencia y deteccion molecular de
E. canis. En un estudio reciente se encontré
0.3% (10/340) de seropositividad para E.
canis en Finlandia, utilizando Dot-ELISA
SNAP 4DX® (Pérez-Vera et al., 2014). Asi-
mismo, Qurollo et al. (2014) reportaron una
seropositividad de 1.8% en perros de Esta-
dos Unidos (n=6582), 3.2% en Canada
(n=285) y 27.6% en la region del Caribe
(n=29), utilizando el ELISA SNAP, en tanto
que se ha reportado una seropositividad de
7.1% en areas rurales y urbanas de Italia uti-
lizando el método de IFI (Ebani et al., 2014).

En regiones tropicales como Brasil, se
encontraron estudios con seropositividades

Rev Inv Vet Perti2015; 26(4): 648-656



Estudio serolégico y molecular de E. canis en perros de una comunidad de Aragua

muy similares, de 42.4% (Vieira et al., 2013)
y 42.5% (Silva et al., 2010). Recientemente,
en \enezuela se realiz6 un estudio serolégico
en el caserio «La Isla», del estado Lara, en-
contrando una prevalencia del 46.2% utilizan-
do la prueba de ELISA SNAP 4DX® (Almao
et al., 2013). El 77.3% de seroprevalencia
del presente estudio fue mayor que el obteni-
do en estos estudios. Las diferencias encon-
tradas entre la seropre-valencia de E. canis
en paises de climas mas frios o templados
con los de zonas tropicales podrian deberse a
la alta prevalencia de la garrapata R.
sanguineus en estos Ultimos.

En trabajos de deteccién molecular de
E. canis, Nazari et al. (2013) obtuvieron una
prevalencia del 2% en perros de clinicas ve-
terinarias y de refugios de Malasia. Esta baja
prevalencia molecular en un pais tropical,
segun los autores, pudo deberse a que la in-
feccion se encontraba en etapa subclinica o
cronica o que las garrapatas de la zona no
estaban lo suficientemente infectadas.

En un estudio en Brasil con 320 perros
de areas urbanas y rurales, se encontr6 una
prevalencia molecular general del 15% (San-
tos et al., 2013). Asimismo, Silva et al. (2010),
trabajando con 472 perros en el noreste
brasilero encontraron el 34.5% de los perros
positivos. Es asi que el 45.2% de perros posi-
tivos en el presente estudio fue superior a
estos reportes. No obstante, Rojas-Trivifio et
al. (2013), trabajando en Colombia con pe-
rros abandonados, encontraron la mas alta
prevalencia revisada (92.8%) sobre esta in-
vestigacion.

Las diferencias encontradas entre las
muestras positivas a género y negativas a las
especies de E. canis y E. chaffeensis, pro-
bablemente se deban a que los cebadores
usados en la primera PCR de género (ECC/
ECB) amplifican, ademas, a otras especies,
lo que podria indicar infeccion por otras es-
pecies de Ehrlichia (E. ewingii u otras),
otras especies de la familia Anaplasmataceae
(A. platys, A. phagocytophilum) e incluso
por Rickettsia rickettsii.

Rev Inv Vet Perti2015; 26(4): 648-656

De las 17 muestras PCR anidadas ne-
gativas, 10 fueron seronegativas, lo que po-
dria indicar que estos perros nunca estuvie-
ron en contacto con E. canis, mientras que
los siete perros seropositivos en algiin mo-
mento fueron positivos, y posiblemente trata-
dos y libres de la bacteria en el momento del
muestreo. Asimismo, los resultados del presente
estudio, tanto seroldgicos como de PCR, evi-
dencian que la mayoria de los positivos son
consecuencia de la infeccion a E. canis, pero
existe la posibilidad de que otras especies de
Ehrlichia pudieran estar presentes.

El 69% de infestacion de perros por
garrapatas encontrado en el presente estudio
resulté alto en comparacion con el 6.8% (32/
472) en Brasil (Silva et al., 2010) donde to-
das las garrapatas encontradas fueron R.
sanguineus, y el 53% (278/525) obtenido por
Abd Rani et al. (2011), donde, igualmente, la
mayoria fue Rhipicephalus sp, seguido de
especimenes del género Haemaphysalis. En
Venezuela hay pocos estudios de garrapatas
en perros diferentes a R. sanguineus; sin
embargo, en el estado Aragua se identifica-
ron dos especies del género Amblyoma: A.
maculatum, especie también identificada en
la presente investigacion y A. parvum (Man-
zanillaetal., 2002).

Los resultados presentados en esta in-
vestigacion son aportes de gran importancia
para Venezuela. No obstante, se hace nece-
sario seguir indagando acerca del papel del
perro como potencial reservorio de E.
chaffeensis, ya que existen reportes de esta
especie en caninos (Gutiérrez et al., 2009;
Breitschwerdt et al., 2014) y humanos
(Martinez et al, 2008). Ademas, los perros
son frecuentemente infectados por A. platys,
una bacteria intraplaquetaria que causa
trombocitopenia ciclica en los caninos (Harvey
et al., 1978) y se ha demostrado reciente-
mente, mediante pruebas moleculares, la pre-
sencia de esta bacteria en sangre humana en
EEUU (Maggi et al., 2013, Breitschwerdt et
al., 2014) y en Venezuela (Arraga-Alvarado
etal., 2014).
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CONCLUSIONES

En la comunidad de Jobalito del munici-
pio Ribas (estado Aragua) existe una ele-
vada prevalencia de anticuerpos anti-
E.canis (77.3%) en perros domésticos,
siendo la deteccién molecular de 45.2%.
El 69% de los perros se encuentra in-
festado por garrapatas, mayormente
Rhipicephalus sanguineus.

Se encontrd una asociacion significativa
entre la presencia de garrapatas en los
perros y la serorreactividad a E. canis.
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