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RESUMEN. El objetivo del presente estudio es notificar el hallazgo de Ehrlichia canis en garrapatas Rhipicephalus sanguineus sensu
lato (s. I.) del linaje templado (LTe) colectadas sobre un canino con ehrlichiosis monocitica canina de José C. Paz (zona noroeste del
Area Metropolitana de Buenos Aires —~AMBA-). Se colectaron 32 garrapatas, siendo determinadas taxonémicamente como R.
sanguineus s. |. (30 larvas y 2 ninfas). Mediante una PCR inicial para la familia Anaplasmataceae para un fragmento del gen ARNr 16S,
resultaron positivas un grupo de 10 larvas y una ninfa. Dichas muestras positivas también fueron amplificadas mediante una PCR para
un fragmento del gen dsb del género Ehrlichia, y posteriormente secuenciadas, resultando en un 100% de identidad con E. canis. Los
especimenes de R. sanguineus s.l. positivos para E. canis fueron estudiados mediante una PCR para del gen mitocondrial 16S de
garrapatas del grupo Metastriata, demostrandose su pertenencia al linaje templado de R. sanguineus s. |. Los estudios experimentales
y los antecedentes epidemiolégicos relacionan E. canis con R. sanguineus s. |. del linaje tropical, pero considerando que el unico linaje
de R. sanguineus detectado en AMBA ha sido el LTe, es necesario continuar investigando para dilucidar el mecanismo de transmision y
la dindmica vectorial en esta area.

SUMMARY. Ehrlichia canis (Rickettsiales: Anaplasmataceae) in Rhipicephalus sanguineus sensu lato ticks of the temperate lineage
(Acari Ixodidae), Buenos Aires Province, Argentina. The aim of the present study was to report the presence of Ehrlichia canis in
Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s. |.) ticks of the temperate lineage (LTe) collected on a dog with canine monocytic ehrlichiosis
from José C. Paz (northwest area of the Buenos Aires Metropolitan Area - BAMA-). Thirty-two ticks were collected (30 larvae and 2
nymphs). A group of 10 larvae and one nymph were positive to Ehrlichia in the initial PCR targeting a fragment of the
Anaplasmataceae family 16S rRNA gene. These positive samples were also amplified by PCR for a fragment of the dsb gene of the
genus Ehrlichia, and then sequenced, resulting in a 100% identity with E. canis. Specimens of R. sanguineus s.l. positive for E. canis
were determined as belonging to the temperate lineage of R. sanguineus s. |. through the analysis of sequences from the tick
mitochondrial 16S rRNA gene. Experimental studies and epidemiological background have related E. canis infection with R. sanguineus
s. | ticks of the tropical lineage, but the results of this study put in evidence the needed of new epidemiological studies on the
vectorial competence of the different lineages of R. sanguineus s.|. to transmit E. canis.
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Introduccion

Ehrlichia canis es el agente causal de la ehrlichiosis
monocitica canina (EMC), una enfermedad grave que
puede cursar en forma subclinica, aguda o crdnica, con
fiebre, depresion, letargia, anorexia, pérdida de peso,
desérdenes hematoldgicos y linfoadenomegalia (Harrus
et al.,, 2012). En América, esta enfermedad ha sido
reportada en caninos desde EEUU hasta Argentina,
incluyendo el Area Metropolitana de Buenos Aires
(AMBA) (Harrus et al., 2012; Cicuttin et al., 2016).

El vector de E. canis a nivel mundial es la garrapata
comun del perro Rhipicephalus sanguineus sensu lato
(Cicuttin et al., 2016). En América, R. sanguineus s. |.
esta conformada por al menos dos linajes con distinta
distribucidn biogeografica y posiblemente distinta com-
petencia vectorial (Moraes-Filho et al., 2015). El linaje
tropical (LTr) se ubica en localidades tropicales vy
subtropicales, incluyendo el norte de Argentina, y se
encuentra relacionado filogenéticamente con garra-
patas del complejo R. sanguineus de Africa, mientras
que el linaje templado (LTe) se distribuye en localidades
templadas de Argentina, Chile y Uruguay, y se relaciona
con garrapatas del complejo R. sanguineus del oeste de
Europa (Chitimia-Dobler et al., 2017; Nava et al., 2012).
Hasta el momento, en nuestro pais, E. canis fue
detectada en especimenes de R. sanguineus s. |. LTr de
Formosa (Cicuttin et al., 2015a), pero no en espe-
cimenes de R. sanguineus s. |. LTe de Salta, Corrientes,
Chaco, Misiones y Ciudad Auténoma de Buenos Aires
(Cicuttin et al., 2015a; Cicuttin et al., 2015b; Oscherov
et al, 2011).

El objetivo del presente estudio es notificar el hallazgo
de E. canis en garrapatas R. sanguineus s. |. LTe colect-
adas sobre un canino con EMC de la localidad de José C.
Paz (provincia de Buenos Aires).

Materiales y Métodos

En Abril de 2016 se recibieron garrapatas colectadas de
un canino sin antecedentes de viaje procedente de José
C. Paz (31°33'S, 58°45'0; zona noroeste del AMBA) con
EMC confirmada por PCR en nuestro servicio.

Las garrapatas se conservaron en alcohol 70% hasta su
identificacion siguiendo las descripciones y claves
taxondmicas presentadas en Walker et al. (2000) y Nava
et al. (2017). La determinaciéon taxondémica de las
garrapatas fue complementada mediante el andlisis de
un fragmento de aproximadamente 420 pares de bases
del gen mitocondrial 16S. EI ADN se amplificé siguiendo
los métodos y utilizando los cebadores presentados en
Mangold et al. (1998).
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El ADN fue extraido mediante el High Pure PCR
Template Preparation Kit (Roche, Mannheim, Germany)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Las larvas se
extrajeron en grupos de 10 especimenes, mientras que
ninfas y adultos en forma individual.

Para la deteccion del género Ehrlichia, se realizé una
PCR inicial para la familia Anaplasmataceae que
amplifica un fragmento del 16S ARNr (Parola et al.,
2001). Posteriormente el ADN se sometid a una
segunda PCR que amplifica un fragmento del gen dsb
del género Ehrlichia (Aguiar et al., 2007).

Los productos amplificados del gen mitocondiral 16S y
del gen dsb fueron purificados con Zymoclean™ Gel
DNA Recovery Kit (Zymo Research, Irvine, EEUU) y
secuenciados usando BigDye®

Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit de acuerdo al
protocolo del fabricante en un secuenciador 3500
Genetic Analyzer sequencer (Applied Biosystems, Foster
City, EEUU).

Las secuencias obtenidas se alinearon con el programa
BIOEDIT SEQUENCE ALIGNMENT EDITOR (Hall, 1999) y
se compararon entre si y con aquellas depositadas en el
GenBank usando el programa MEGA versién 5.0
(Tamura et al., 2011).

Resultados

En total se obtuvieron 32 garrapatas del canino exa-
minado. Todas fueron determinadas taxondmicamente
como R. sanguineus s. |. (30 larvas y 2 ninfas) y fueron
procesadas para la extraccion de ADN.

Un grupo de 10 larvas y una ninfa resultaron positivas
para la PCR inicial del fragmento ARNr 16S de la familia
Anaplasmataceae. Dichas muestras positivas fueron
amplificadas también mediante la PCR para el frag-
mento del gen dsb. Complementariamente también se
realizé la PCR del fragmento del gen dsb del ADN
obtenido del perro con EMC, resultando positivo.

Los tres fragmentos amplificados del gen dsb fueron
secuenciados (codigo de GenBank: MF805005), resul-
tando en 100 % de similitud entre si, asi como con E.
canis previamente hallada en perros de Ciudad Auto-
noma de Buenos Aires (cddigo de GenBank: KU253450),
E. canis cepa Uberlandia (cédigo de GenBank:
GU586135) y Sao Paulo (cédigo de GenBank:
DQ460715) halladas en Brasil, y E. canis cepa Jake
(codigo de GenBank: CP000107) hallada en EEUU.



Las secuencias del gen 16S obtenidas del ADN de las
muestras de los especimenes de R. sanguineus s.l.
positivos para E. canis (cédigo de GenBank: MF805004)
demostraron que estas garrapatas pertenecen al linaje
templado de R. sanguineus s.l., ya que las secuencias
fueron idénticas al haplotipo Il (c6digo de GenBank:
JX195168) perteneciente a R. sanguineus s.l. LTe (ver
Nava et al., 2012).

Discusion

Segln nuestro conocimiento, este es el primer reporte
de E. canis en R. sanguineus LTe. En América, los
reportes previos de E. canis en garrapatas R. sanguineus
s. l. han sido en regiones donde se distribuye el LTr
(México, Venezuela, Brasil y norte de Argentina), mien-
tras que hasta el momento no ha sido detectada en
areas donde se distribuye el LTe (sur de Brasil, Uruguay,
Chile y resto de Argentina) (Cicuttin et al., 2015a). Por
otra parte, un estudio experimental de transmision de
E. canis por ambos linajes de R. sanguineus s. |. mostré
que el LTr es un vector competente de este patdgeno
pero no el LTe (Moraes-Filho et al., 2015).

La transmision de E. canis en las garrapatas se da por
via transestadial pero no ocurre por via transovarica,
con lo cual, la bacteria es adquirida solamente al
alimentarse sobre un hospedador infectado (Moraes-
Filho et al., 2015). En nuestro estudio, la deteccion de E.
canis fue realizada sobre R. sanguineus s. |. LTe colec-
tadas sobre un canino con EMC, hecho que explica la
positividad en las larvas halladas alimentandose sobre
este hospedador. En este sentido, es importante resal-
tar que la utilizacién de técnicas moleculares ha
incrementado el reporte de asociaciones entre garra-
patas, hospedadores y patégenos. Sin embargo, esto
también ha resultado en incorrectas interpretaciones
sobre la capacidad vectorial de las garrapatas, especial-
mente considerando que garrapatas parcial o completa-
mente ingurgitadas colectadas sobre hospedadores
conten-drdn microorganismos de los cuales pueden o
no ser vectores y que pueden haber sido ingeridos con
la sangre succionada (Estrada-Pefia et al., 2013).

La circulacion de E. canis en caninos de AMBA,
notificada en 2013 (Eiras et al.,, 2013) y con un
incremento en el nimero de casos afio a afio (Cicuttin
et al., 2016), presenta el interrogante del mecanismo de
transmisién de dicho patégeno en el area. El unico
linaje de R. sanguineus detectado en AMBA ha sido el
LTe, pero, como se menciond en parrafos anteriores, los
estudios experimentales y los antecedentes epidemio-
légicos relacionan E. canis con R. sanguineus s. |. LTr
pero no con LTe. La positividad de las garrapatas
analizadas durante este estudio puede ser explicada por
distintas hipotesis: 1) las garrapatas se infectaron con E.
canis tras alimentarse en perros que adquirieron la
infeccién en otras areas y la mantuvieron luego de su
traslado de una ciudad a otra (la infeccién con Ehrlichia
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puede ser persistente en el hospedador vertebrado), y
esto no implica que R. sanguineus s. |. LTe sea el vector
involucrado en estos casos; Il) la existencia de focos
locales de R. sanguineus s. |. LTr durante la época cli-
matica favorable que no llegan a establecerse como po-
blaciones estables; Ill) la posibilidad que R. sanguineus
s. l. LTe presente una baja, pero no nula, capacidad
vectorial para transmitir E. canis. En este sentido, esta
ultima explicacion, estaria conforme con la mayor pre-
valencia de EMC confirmada en caninos en areas con R.
sanguineus s. |. LTr con respecto al AMBA, asi como la
deteccidn de E. canis en caninos clinicamente sanos en
regiones con LTr, pero no en el AMBA (Cicuttin et al.,
2016; Moraes-Filho et al., 2015; Eiras et al., 2013).

En conclusidn, la EMC representa una enfermedad de
gran importancia en medicina veterinaria y emergente
en caninos del pais. De todas formas, se debe consi-
derar que la sola utilizaciéon de diagndstico clinico o
métodos seroldgicos rapidos cualitativos puede generar
una sobreestimacion de esta patologia en la region. Por
ello, es necesario realizar estudios utilizando técnicas
moleculares confirmatorias para dilucidar el mecanismo
de transmision, la dindmica vectorial, asi como estable-
cer fehacientemente la prevalencia de esta patologia en
los caninos de dreas templadas de Argentina.
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