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RESUMEN

A nivel mundial se han identificado varias enfermedades en animales asociadas a rickettsias de la
familia Anaplasmataceae. Una enfermedad de gran relevancia producida por estas bacterias en
perros es la ehrlichiosis canina, la cual presenta altos indices de contagio. En este estudio se
determina la presencia de Ehrlichia en perros domésticos que viven en las zonas rurales de cinco
provincias del Ecuador y se identifica las especies de esta bacteria mediante secuenciamiento de
ADN utilizando la tecnologia de Oxford Nanopore. Para esto se analizaron muestras de sangre de
perros de Rocafuerte, Las Pefias, La Concordia, Pesillo y Yasuni, las cuales fueron sometidas a
deteccién molecular de la familia Anaplasmataceae. Como resultado se obtuvo una positividad del
38.7% en Rocafuerte ubicada en la Provincia de Manabi, siendo este el lugar con mayor presencia
de Ehrlichia. registrado en comparacion con las otras localidades. La especie encontrada en la
mayor parte de los lugares fue Ehrlichia canis. Aunque también se registraron Ehrlichia spp. Es
importante continuar con estudios que permitan comprender la prevalencia de ehrlichias en el
Ecuador debido al potencial zoonético de este patdgeno. Especialmente se debe concentrar
estudios en zonas rurales del Ecuador en donde la interaccion entre animales humanos y no

humanos es muy cercana.

Palabras clave: Ehrliquiosis canina, Ehrliquia, Ehrliquia canis, Ehrliquia spp, Ecuador,

Rocafuerte, Santo Domingo, Pesillo, La Concordia, Yasuni



ABSTRACT

Several animal diseases associated with rickettsiae of the Anaplasmataceae family have been
identified worldwide. One disease of great relevance in dogs is canine ehrlichiosis, which presents
high infection rates due to the degree of exposure of the animals. In this study we determined the
presence of Ehrlichia in domestic dogs living in rural areas of five provinces of Ecuador and
identified the inhabitant species by sequencing with Oxford Nanopore technology. Blood samples
from dogs from Rocafuerte, Las Pefias, La Concordia, Pesillo and Yasuni were analyzed and
subjected to molecular detection by conventional PCR. As a result, a positivity of 38.7% was
obtained in Rocafuerte, located in the province of Manabi, this being the highest percentage
recorded in comparison with the other localities. The species found in most of the localities was
Ehrlichia canis. Although Ehrlichia spp. were also recorded, which require future studies for their
genotyping, due to the zoonotic potential of this pathogen. These results emphasize the importance

of continuing this research in other rural areas of Ecuador.

Key words: Canine ehrlichiosis, Ehrliquia, Ehrliquia canis, Ehrliquia spp, Ecuador, Rocafuerte,

Santo Domingo, Pesillo, La Concordia, Yasuni.
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INTRODUCCION

En la actualidad, se han identificado numerosos patégenos transmitidos por garrapatas que
afectan tanto a animales como a humanos en todo el mundo, estos son los hemoparasitos
potencialmente emergentes zoonoticos (Salazar, 2014). Entre estas afecciones, se destaca la
erliquiosis, la cual es producida por rickettsias del género Ehrlichia perteneciente a la familia
Anaplasmataceae que incluyen Ehrlichia canis, E. chaffeensis, E. ewingii, E. muris, entre otras
(McBride, 2009).

Las ehrliquias son microorganismos gramnegativos, generalmente redondos, a veces
pleomérficos, pequefios de hasta 1.5 pum que ingresan a la célula a través de fagocitosis y se
replican dentro de una vacuola intracelular (Reller & Dumler, 2015). De esta manera se multiplican
en grandes cantidades hasta la formacion de una estructura que bajo el microscopio se ve como
una agregacion del patdgeno a la que se le conoce como moérula. El género Ehrlichia infecta a
diferentes células sanguineas hematopoyéticas (Borras et al., 2019). Las especies Ehrlichia canis y
Ehrlichia chaffeensis infectan linfocitos y monocitos y Ehrlichia ewingii presentan tropismo por
granulocitos (Dolz et al., 2013).

La erlichiosis monocitica Canina (EMC) es una enfermedad causada principalmente por la
bacteria intracelular obligada Ehrlichia canis, y es transmitida por Riphicephalus sanguineus o
garrapata parda del perro y Dermacentro variabilis de manera experimental, la cual ocurre en
forma transestadial y no transovérica. Es decir, en el caso de que la garrapata se infecte durante la
etapa larval, almacena al patdgeno durante sus estadios de vida en el intestino y glandulas salivales
y puede inocular a diferentes hospedadores ya sea en la etapa ninfa como en la adulta (Lopez,
2012). Aunque también se ha evidenciado caninos infectados con Ehrlichia ewingii y E. chaffensis,

ambas especies transmitidas por la garrapata A. americanum, las cuales causan la misma
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enfermedad, pero con una distribucion especifica en el suroeste de Estados Unidos (Heyman et al.,
2007).

La bacteria se transmite por la picadura de la garrapata infectada, cuando el vector se
alimenta de sangre del hospedador los contamina a través de secreciones salivales, siendo las
garrapatas las portadoras de la enfermedad (Zumba, 2023). La infeccion dentro del hospedero es
diseminada via sanguinea o linfatica dentro de las células mononucleares infectadas, de esta forma
es como llega a otros sistemas organicos (Huerto et al., 2015).

La ehrliquiosis puede presentar 3 fases después del periodo de incubacion, el cual pude
variar entre 8 y 20 dias. Los perros infectados pueden presentar infeccién aguda, subclinica o
cronica con signos inespecificos como depresion, fiebre elevada, escalofrios, anorexia, anemia y
pérdida de peso signos clinicos como hepatomegalia, trombocitopenia, esplenomegalia y
hemorragias (Neer, 2000). Durante la primera fase, Ehrlichia entra en los leucocitos presentes en
los ganglios linfaticos, bazo, higado, medula espinal y sangre, esta fase se manifiesta hasta la
tercera semana después de la infeccion. En la fase subclinica el sistema inmune es estimulado con
el antigeno presente en las células infectadas. Esta fase puede durar de meses a varios afios en
donde el animal puede eliminar el microorganismo o puede progresar a la siguiente fase. Los perros
que no son tratados adecuadamente se caracterizan por ser portadores sanos, ya que pueden
albergar a la bacteria en el bazo, 6rgano mas susceptible a esta causa (Faria, 2015). Finalmente, en
la fase crénica se manifiesta con alteraciones hematolégicas como la trombocitopenia,
esplenomegalia 0 como una enfermedad leve (Archila, 2018)

La EMC presenta gran relevancia en la salud animal por ser considerada de alta mortalidad
en perros domésticos con distribucion mundial (Harrus et al. 2012), esto ultimo estd en

concordancia con la distribucién del vector responsable de la transmision. Esta enfermedad se
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considera endémica en los paises tropicales y subtropicales, donde mayormente habita el vector.
Se ha identificado la presencia de E. canis en diferentes paises, entre ellos incluyen Costa Rica,
Venezuela, Colombia, Canada, Italia, Portugal, México, Espafia, Japon y Estados Unidos.

En Ecuador a pesar de que la erlichiosis canina ha sido identificada, muy pocos han sido
los estudios que se han realizado sobre esta enfermedad. Segun Cadar et al., (2023) en el cantén
Naranjal perteneciente a la Provincia de Guayas encontré positividad en 18 de 34 muestras
analizadas. En Guayaquil se evidencio una tasa de infeccion del 2.2% por Moré, (2015). Mientras
que en las islas Galapagos en Puerto Ayora, Jiménez (2020) encontro una prevalencia del 12.1%
para E. canis. Ademas, de estos estudios realizados con técnicas moleculares, otros mayormente
utilizan técnicas de inmudiagndstico, visualizacion microscopica y tests rapidos, los cuales tienden
a ser menos sensibles (Davalos & Melchiade, 2018).

Para identificar la especie de Ehrlichia presente en los perros de este estudio, se utilizé un
fragmento del gen 16S rARN, que posibilita la diferenciacion entre los géneros de la familia
Anaplasmataceae. Gracias al avance de nuevas tecnologias, se ha implementado el
secuenciamiento de tercera generacion, permitiendo la recuperacion de la mayor parte de las
secuencias genéticas del gen 16S rARN, el cual posibilita la diferenciacién entre las especies del
género (Frisby, 2015).

A nivel mundial, hay un alto indice de contagios de ehrlichiosis canina debido al grado de
exposicion a los que estan expuestos los animales sin hogar o a los que viven en zonas rurales
agropecuarias. Esta situacion no es ajena a nuestro pais, donde se observan animales interactuando
con ganado vacuno o porcino, proporcionando un entorno propicio para que las garrapatas
encuentren facilmente nuevos hospedadores, ademas que el clima favorece la supervivencia del

parésito hasta que localiza a otro anfitrion. Es asi como su distribucién global entre otros reportes
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de prevalencia convierte a la erlichiosis canina en una de las enfermedades de gran relevancia en
clinica veterinaria. En este contexto, es crucial implementar un diagndstico, control y estrategias
de prevencion para evitar la transmision de estas enfermedades (Franco, 2021).

El objetivo de este estudio es determinar la positividad de Ehrlichia en una muestra
pequefia de perros domésticos que viven en las zonas rurales de diversas provincias del Ecuador
(Esmeraldas, Manabi, Santo Domingo de los Tsachilas, Pichincha y Orellana). Ademas se busca
identificar qué especies del patdgeno habitan en estos individuos, mediante secuenciamiento

utilizando la tecnologia de Oxford Nanopore.
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METODOS

Coleccion de muestras

Se colectaron un total de 164 muestras de sangre de perros a través de venopuncién de la
vena cefalica. Las muestras se colocaron en tubos estériles al vacio con EDTA y se conservaron
a temperatura de congelacién hasta su procesamiento. Estas muestras fueron colectadas en
Esmeraldas “Las Pefias” (n=8), Santo Domingo “La Perla” (n=50), en Manabi “Rocafuerte”
(n=31), Pichincha “Pesillo” (n=30) y en Orellana “Yasuni” en comunidades kichwa y huaorani
(n=75). Esta coleccion de muestras se realizd con el apoyo de Wildlife Conservation Society,
COCIBA Grant, Gabriela Ortiz, Eduardo Diaz y Carolina Saenz
Extraccion de ADN a partir de las muestras de sangre

Se utilizo el kit comercial PureLink Genomic DNA (Invitrogen, Thermo Fisher Scientific,
EE. UU.) siguiendo las instrucciones del fabricante. Para descartar la posibilidad de falsos
negativos debido a la presencia de compuestos inhibitorios de la PCR, se amplificé el gen p-actina
(du Breuil et al., 1993). Todas las muestras amplificaron por lo que asumimos la ausencia de
inhibidores en la PCR. La deteccion de ADN de Ehrlichia spp. se realizd mediante laamplificacién
de un fragmento de 1174pb con primers especificos para un fragmento del gen 16s rRNA de la
familia Anaplasmataceae. Los primers utilizados fueron ANA-16s-F2
TGGCAGACGGGTGAGTAATG y ANA-16S-R2 AGAGRACAATCCGAACTGAG con una
concentracion de 10 uM. Se realizaron reacciones de 12,5ul de volumen final utilizando la enzima
Polimerasa Tag Platinum (Invitrogen, Brazil).

Las condiciones utilizadas se describen a continuacion: denaturacion a 94°C por 2 min,
seguidos de 35 ciclos de amplificacion (94 °C durante 30 s, 58 °C durante 30s) y una extension

final de 72°C a 7 min. Se utilizé como control positivo una muestra positiva confirmada en estudios
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anteriores. Los amplicones obtenidos fueron visualizados mediante electroforesis en gel de agarosa
al 1% en el fotodocumentador BIO-RAD Gel Doc XR+ bajo luz UV. Las muestras positivas fueron
seleccionadas para realizar un posterior secuenciamiento de los amplicones.

Identificacion de Erlichia mediante secuenciamiento

Los amplicones obtenidos se purificaron utilizando el kit AMPure (Beckeman Coulter, CA,
EE. UU.) siguiendo las pautas del fabricante con una concentracion de beads de 0.4x. Para la
preparacion de la libreria se utilizé el kit Oxford Nanopore Native Barcoding Expansion 96 con el
kit Ligation Sequencing LSK-109 (Oxford Nanopore Technologies, Oxford, Reino Unido) y se
cargaron 3fmol de libreria en una flow cell en GridlON Mk1 (Oxford Nanopore Technologies,
Oxford, Reino Unido). La secuenciacion se monitored utilizando el software MinKNOW .
22.12.5y finaliz6 después de 19h13min. Se utilizd el mismo programa para el base calling con la
configuracion de High Accuracy, luego se realizo el “demultiplexing” en tiempo real utilizando el
software MinKNOW v. 22.12.5. La secuenciacion de amplicones se realiz6 en el Centro de
Bioinformatica del Instituto de Microbiologia de la Universidad San Francisco de Quito.

Las secuencias consenso se obtuvieron utilizando la herramienta Amplicon Sorter
(Vierstraete & Braeckman, 2022). Se utilizaron parametros predeterminados con una longitud
minima de 1100 pb y una longitud méaxima de 1300 pb. La identificacion de las especies de
Ehrlichia se confirmé utilizando la herramienta Nucleotide BLAST

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Para confirmar la identificacién se construyd un abol

filogenético, el modelo utilizado fue de Mé&xima Verosimilitud con un pardmetro Tamura Nei que

se predijo en MEGA v. 11 (Tamura et al., 2021) y se realizaron 1000 bootstraps.


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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RESULTADOS

Deteccion de Ehrlichia en muestras de sangre de perros de las diferentes provincias

El ADN de Ehrlichia fue detectado en 21 de 164 muestras colectadas en diferentes sitios
del Ecuador, siendo Rocafuerte ubicada en Manabi, la localidad con un mayor porcentaje de
positividad 38.70% (12/31). Seguida de la localidad de La Perla en Santo Domingo Yy las Pefias en
Esmeraldas con un porcentaje de positividad de 12% (6/50) y 25% (2/8) respectivamente. En
Yasuni se encontro 1.33% (1/75) y finalmente no se encontro positivos en muestras de Pesillo en
Cayambe, asi lo explica la Figura 1.
Identificacion de la especie de Ehrlichia

Se obtuvieron 22 secuencias consenso de las cuales 20 mostraron mas del 99% de similitud
con Ehrlichia canis, mientras que otras dos secuencias se alinearon a especies de Ehrlichia no
cultivadas. Una secuencia sea aline6 con Anaplasma platys, antiguamente conocida como

Ehrlichia platys en otro clado (Dumbler et al., 2001). Esta ltima fue utilizada como outgroup.
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DISCUSION

Este estudio evalud la positividad de Ehrlichia en perros de zonas rurales en diferentes
provincias del Ecuador. Rocafuerte, un cantdn perteneciente a la provincia de Manabi presenté la
mayor cantidad de perros infectados con Ehrlichia sp, seguido de Las Pefias y la Concordia. Estos
porcentajes de positividad encontrados en provincias de la costa pueden deberse principalmente a
que las condiciones ambientales como el climay temperatura son favorables para el desarrollo del
vector, lo que facilita la aparicion y transmision de enfermedades (Pulido, 2015). MCown et al
(2011) reporta una situacion similar en otras zonas de Manabi, obteniendo una positividad para la
misma especie de Ehrlichia en el 13.64% de perros analizados en Chone y en el 52% en Manta.
Aunque este Gltimo porcentaje es un poco mas elevado que Rocafuerte se debe considerar que los
estudios de MCown et al (2011) contienen un tamafio de muestra mas grande, lo que recalca la
necesidad de continuar con este tipo de estudios en la provincia.

Segun Ribeiro (2016), las garrapatas son frecuentes en parques naturales, reservas y areas
de conservacién, donde existe una gran biodiversidad por lo que hay una variedad de posibles
hospederos. Esto ya ha sido reportado en Brasil en donde se ha detectado E.canis en perros de
monte (Speothos venaticus) con un positividad del 11.1% y en zorros cangrejeros (Cerdocyon
thous) un 10% (André et al., 2010). Sin embargo, nuestras muestras colectadas en La Concordia,
especificamente una zona ubicada alrededor del Bosque protector La Perla, no mostraron
positividad, es posible que esto se deba a que Shepard (2007) ha priorizado la conservacion del
bosque protector y creando un centro de rescate de vida silvestre en han establecidos reglas para
erradicar pulgas y garrapatas (Ministerio de Turismo, s.f). De esta manera se podria justificar la

baja positividad de Ehrlichia en el lugar. Estas medidas han ayudado a mitigar el riesgo de que
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perros infectados puedan ingresar a las zonas de vida silvestre y exponer a canidos silvestres a la
infeccion.

Por otro lado, a pesar de que se ha reportado que la erlichiosis es enzootica en regiones
tropicales y subtropicales en Yasuni se encontr6 solo 1 positivos de 75 muestras analizadas (Sosa-
Gutiérrez et al., 2016). Esto podria ser debido a que las comunidades huaorani y kichwa poseen
pocos habitantes, lo que resulta en una baja densidad de perros en comparacion con las
comunidades muestreadas en la Costa. Lo mismo ocurre con la densidad de animales de granja en
las zonas muestreadas, como por ejemplo las vacas que pueden albergar grandes cantidades de
garrapatas. En esta zona también existe el riesgo de que, si los perros tienen garrapatas, infecten a
fauna silvestre, el contacto de los perros con estos animales incrementa en zonas en donde las
comunidades utilizan a perros para ayudar en la caceria de subsistencia. El ingreso de estos perros
al bosque podria derivar en un problema de conservacion, tal como lo describe Criado-Fornelio et
al. (2018), quien reporta la transmision de garrapatas infectadas por E. canis entre perros
domeésticos y carnivoros salvajes, y viceversa.

En Pesillo parroquia de Cayambe no se detectd Ehrlichia, esto puede deberse
principalmente a la ausencia del vector en zonas andinas. Nuestros resultados
coinciden con el estudio realizado por Pesquera et al., (2015), donde analizaron la presencia de
garrapatas en 6 tapires andinos y ganado vacuno en la zona del Antisana en Pichincha. Lo que
corrobora el andlisis de Salazar et al., (2014), quien indica que existen aspectos determinantes en
la prevalencia de la enfermedad como es la probabilidad de contacto con el vector y la falta de
control de garrapatas.

En otros paisesde América del sur se hadetectadoun 33.1% vy 25.3%

de positividad en zonas rurales tropicales de México y Colombia respectivamente, los cuales
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muestran porcentajes similares de positividad (Pat et al., 2015, Vargas et al., 2012). En el caso de
Peru, se encontrd un 16,5% de prevalencia en el caserio “La isla”, una zona de clima templado, en
donde no se habia reportado el vector. Al respecto los autores sugieren que sus resultados pueden
estar reflejando las consecuencias del incremento de temperatura por el calentamiento global, lo
que podria estar contribuyendo a la propagacion de las garrapatas y de patdgenos asociados a estos
vectores y la presencia de la enfermedad en areas no endémicas.

La coinfeccion de E. canis con otros hemoparasitos es muy comin. En Colombia en la
region de Magdalena se encontré que 11 perros de 164 estaban coinfectados por A. platys y E.
canis (Pesapane et al., 2019). En Nicaragua se detectd la presencia de Ehrlichia canis con A. platys
y A. phagocytophilum en un 5.3% y 2.2% respectivamente (Springer, 2018). En México Melina et
al., (2019) demostrd una seroprevalencia de Ehrlichia spp. y Anaplasma spp. del 24.9%. En
Venezuela se registr el primer reporte de E. chaffensis en Sudamérica y este se encontraba
acompariado de E. canis en dos perros (Gutiérrez, 2008). Frecuentemente se han ido evidenciando
coinfecciones, las cuales pueden aumentar la complejidad y la gravedad de la enfermedad, es asi
como se establece la importancia de realizar estudios que no solo indique la prevalencia de
Ehrlichia canis sino también que identifiquen estas co-infecciones (Bonilla-Aldana et al., 2022).

Estudios futuros deben también enfocarse en genotipificar Ehrliquia spp. en perros
domésticos del pais, debido al potencial zoonético de este patdgeno y al impacto que puede tener
en la salud humana. Un claro ejemplo es el caso de la variante venezolana de E canis (VHE),
identificada en el 2006 en pacientes humanos con signos clinicos de ehrliquiosis humana como
fiebre y anemia, debilidad, nauseas y dolor de cabeza. Durante este brote el 30% (6 de 20) pacientes
fueron positivos a la presencia de Ehrlichia canis con mutaciones caracteristicas de la variante

VHE (Perez et al., 2006). Esto recalca la importancia de comprender el comportamiento de la
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ehrlichiosis en perros y de desarrollar estrategias preventivas, especialmente dado que no
existen vacunas disponibles contra el patdgeno. Es importante destacar que los perros
desempefian un papel crucial como hospederos definitivos de las garrapatas que actian como
vectores de estas enfermedades. Por lo tanto, es relevante concientizar a los duefios sobre la
necesidad de brindarles todos los cuidados y supervision adecuada para evitar posibles

problemas de salud tanto en animales domésticos como silvestres, asi como en seres humanos.
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CONCLUSIONES

El presente estudio identifica a Ehrlichia canis y Ehrlichia sp. en varios sectores rurales de 5
provincias del Ecuador. Rocafuerte, un canton perteneciente a la provincia de Manabi, presenta
la mayor cantidad de perros infectados, sequido de Las Pefias en Esmeraldas y la Concordia en
Santo Domingo. Nuestros resultados recalcan la importancia de realizar estudios similares en

otras zonas del pais, en donde hay evidencia de una alta densidad del vector.
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FIGURAS

Porcentaje de casos positivos

W=24% B11%-24% B 4%-11% 1%—4% <1%

Figura 1. Namero de casos positivos representados por provincia de acuerdo con los datos

obtenidos por cada localidad.

El mayor porcentaje de positividad se encuentra en Rocafuerte perteneciente a la provincia de
Manabi resaltado con un color azul més oscuro, siendo el 38.7%. Seguido se encuentra las Pefias
con 25% y La Concordia con un 12%. Con colores mas tenues se encuentra Pesillo y Yasuni con

0% y 1.33% de positividad respectivamente
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Figura 2. Analisis filogenético del gen 16SrRNA de Ehrlichia canis

Este arbol filogenético es construido con secuencias de varias especies de otros lugares y con las
secuencias encontradas en este estudio. Las secuencias son etiquetadas con diferentes colores de
acuerdo con el lugar de donde provienen. Se utilizé el método Maximun Likelihood vy el
parametro Tamura-Nei. Se utiliz6 como grupo externo Anaplasma platys. Los nimeros de acceso

para cada referencia utilizada se encuentran al lado de esta.
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