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Introduccién

Resumen

Ehrlichia canis fue considerada un patogeno exclusivo de caninos y tiene como su principal vector a
garrapatas del complejo Rhipicephalus sanguineus. Diversos estudios de casos demuestran que
también puede producir patologia en humanos, de las que hasta el momento sélo se han asociado
a infecciones asintomaticas y de leve a moderada intensidad. El objetivo de este manuscrito es des-
cribir la presentacion clinica de un caso severo de ehrlichiosis en un joven inmunocompetente y pre-
sentar el diagnostico diferencial de E. canis. La determinacion del agente etiologico se realizd por
medio de pruebas seroldgicas (IFI) y moleculares (gItA, ompA, 16S rARN, ECC, ECB, Dsb-330 y
Dsb-728) a muestras de sangre del paciente. No se obtuvieron resultados para pruebas serolégicas
contra dengue, hantavirus, HIV, Leptospira, tampoco dio resultado el PCR de parainfluenza (1, 2,
3), adenovirus, influenza (A y B) y rinovirus. Los resultados para Rickettsia demostraron sero-reac-
cion 1gG, pero no IgM ni para los analisis moleculares. Secuencias de los segmentos amplificados
mostraron un 99% de homologia con E. canis para el gen 16S rARN y de 100% el gen dsb. Este es
el primer caso confirmado y descrito de infeccidon de E. canis en un paciente inmunocompetente hu-
mano en Panama.

Abstract

Ehrlichia canis was considered an exclusive canine pathogen and its main vector is ticks of the Rhi-
picephalus sanguineus complex. Several case studies show that it can also cause pathology in hu-
mans, which until now have only been associated with asymptomatic infections and mild to
moderate intensity. The aim of this paper is describe the clinical presentation of a severe case of
ehrlichiosis, an immuno-competent young man. Present the differential diagnosis of Ehrlichia canis.
The determination of the etiological agent, serological (IFA) and molecular tests (gltA, ompA, 16S
rRNA, ECC, ECB, Dsb-330 and Dsb-728) were performed on patient blood samples. No results we-
re obtained for serological tests against dengue, hantavirus, HIV, Leptospira, nor on PCR for parain-
fluenza (1, 2, 3), adenovirus, influenza (A and B), and rhinovirus. The results for Rickettsia
demonstrated sero-reaction 1gG, but not IgM nor for molecular analyzes. Sequences of the amplified
segments showed 99% homology with E. canis for the 16S rRNA gene and 100% for the dsb gene.
This is the first confirmed and described case of E. canis infection in a human immunocompetent pa-
tient in Panama.

regiones tropicales y subtropicales del mundo, como
consecuencia de la amplia distribucién de las garrapatas
del complejo Rhipicephalus sanguineus, las cuales son

INTRODUCCION

Ehrlichia canis es una bacteria del orden Rickettsiales,
familia Anaplasmataceas, y que esta considerada como
uno de los patégenos mas importantes en medicina vete-
rinaria. Esta especie es la causante de la ehrlichiosis
monocitica canina, la cual es trasmitida a los perros por
medio de las picadas de garrapatas [1,2]. Los primeros
reportes de esta enfermedad datan de los afios 30 cuan-
do se caracterizaron perros enfermos de Africa [3]. Dé-
cadas mas tarde los reportes se extendieron a diferentes

su principal vector [4]. A pesar de que E. canis afecta pe-
rros, se han descrito infecciones asintomaticas y sin-
tomaticas en personas de Venezuela y México, ademas
de detectarse en bancos de sangre en Costa Rica [5-8].
El periodo de incubacion de E. canis en perros es de 10
a 14 dias, luego de este periodo se presentan sintomas
agudos que pueden incluir fiebre, depresion, anorexia,
anemia, diarrea, petequias, linfadenopatia y trombocito-
penia. Por lo general, esta fase es seguida por una croni-
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Tabla 1. Evolucién de los laboratorios durante su estancia en la UCI.

Valoresde Valores normales 1diaUCI 2diaUCI 4diaUCI 5diaUCI  6diaUCI 7 dia UCI
Leucocitos 4,5-11,5K/uL 7,1 14,9 27,5 30,2 19,2 19,4
Neutrofilos 50-70% 91 93 84 77 78 78
Linfocitos 18-70% 5 3 6 10 12 12
Hemoglobina 14-18g/dL 12 13 13,3 13 10,2 9,5
Hematocrito 40-54% 32 35 36 36 28 26
Plaquetas 150-450K/uL 101 45 20 41 32 71
Proteina C reactiva 38-174 mg/dL 27,1 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
Velocidad de

sedimentacién globular 0-20 mm/h 11 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
ALT 10-38U/L 119 N.D. N.D. 166 N.D. N.D.
AST 10-41 U/L 63 170 91 80 75 N.D.
Fosfatasa alcalina 40-129 U/L N.D. N.D. N.D. 232 N.D. N.D.
Albumina 3,4-4,8 g/dL 2,7 1,7

Sodio 136-145 mEq/L 137 133 129 126 130 136
Potasio 3,5-5,1 mEq/L 3,5 4,3 4,5 4,5 3,8 3,7
Creatininquinasa 8,4-9,7U/L 470 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D.
C3 85-193mg/dL N.D. N.D. N.D. 64,7 N.D. N.D.
C4 12-36mg/dL N.D. N.D. N.D. 33,5 N.D. N.D.
IgE 14-300 U/mL N.D. N.D. N.D. 79 N.D. N.D.
IgG 23-1685 mg/dL N.D. N.D. N.D. 593 N.D. N.D.
IgA 69-382 mg/dL N.D. N.D. N.D. 150 N.D. N.D.
IgM 63-277 mg/dL N.D. N.D. N.D. 61,6 N.D. N.D.
VIH Negativo

VDR No reactor

ca caracterizada por pancitopenia, sintomas neurologi-
cos, hipoplasia de médula dsea, lo que generalmente de-
sencadena la muerte en el animal [9,10]. Con algunas
diferencias estos sintomas y signos no especificos pue-
den presentarse en humanos, por lo que se enmascaran
con enfermedades de mayor prevalencia como el den-
gue, la malaria o la leptospirosis, ademas de ser simila-
res a otras enfermedades transmitidas por garrapatas
como las rickettsiosis o la ehrlichiosis humana (causadas
por Ehrlichia chaffeensis). Contrastando con elevada
mortandad en perros, hasta el momento no existen re-
portes de muertes humanas provocadas por esta enfer-
medad [5-8].

En Panama la fiebre manchada producida por Rickettsia
rickettsii es la Unica enfermedad rickettsial comprobada
en humanos [11-16]; mientras que las anaplasmatosis
(Anaplasma platys) y ehrlichiosis (E. canis) son comun-
mente reportadas en perros [11,17]. En este pais R. ric-
kettsii, Rickettsia amblyommatis y E. canis, han sido
detectadas en R. sanguineus s.l., tanto en zonas urbanas
como rurales [18, 19]. Esta especie es altamente nidicola
y sobrevive dentro de residencias humanas, aun asi, el
parasitismo en personas es poco frecuente en Panama
[20] y hasta el momento no se ha confirmado ningun ca-
so de infeccidon humana por E. canis. De hecho, la Unica
referencia de esta especie como posible transmisor de
enfermedades a humanos en Panama fue recientemente
documentada por un caso fatal de fiebre manchada por
R. rickettsii en un area urbana [19]. En este trabajo se
presenta la descripcién clinica de un adolescente inmu-
nocompetente en quien se le documenté una infeccion
severa por E. canis.

Descripcion del caso
El 5 de diciembre del 2013 un adolescente de 14 afios
fue atendido ambulatoriamente en un centro hospitalario

de la ciudad de David (provincia de Chiriqui, Panama), al
presentar fiebre, malestar general y una escara en la re-
gién infra clavicular izquierda acompafada de una ade-
nopatia axilar ipsilateral. El paciente fue manejado con
penicilina G 1.2 millones de unidades intramuscular cada
dia, durante tres dias, sin presentar mejoria al transcurso
de ese tiempo. Al cuarto dia de inicio de sintomas la fie-
bre se increment6é a 39° C, acompanada de cefalea in-
tensa y mialgias, por lo que se administr6 con ceftriaxone
intramuscular 1 gr cada dia y levofloxacina oral 500 mg
por dia. 48 horas después regres6 a urgencias, adicio-
nando otros sintomas: hiperemia conjuntival, orinas colu-
ricas, ademas de erupcién maculo papular en cuello y
torax, que palidecia a la digito presion.

Se indicé cargas de hidratacion de solucion salina normal
a 20 cc por Kg dos cargas Y terapia antibiética intraveno-
sa con cefepima 2 gr IV cada 8 horas y vancomicina 20
mg por Kg cada 8 horas.

Once dias posteriores al primer contacto médico es in-
gresado a la Unidad de Cuidados Intensivos del Hospital
Regional Rafael Hernandez (UCI-HRRH), con diagndsti-
co de sepsis asociado a infeccién de tejidos blandos y
una posible endocarditis bacteriana. A su ingreso pre-
sentaba mialgias, somnolencia, hipotension (83/39 mm-
Hg), eritema perilesional de 1 cm, hiperemia conjuntival,
eritema papular generalizado, petequias aisladas, tiraje
intercostal, taquicardia con soplo de mitral llI/VI.

Los examenes paraclinicos revelaban leve trombocitope-
nia (101 K/uL), moderada elevacion de funciones hepati-
cas (aspartato alanino transferasa 119 U/L y aspartato
amino transferasa 63 U/L), hiponatremia (133 mEqg/L),
escasa respuesta inflamatoria (velocidad de eritrosedi-
mentacién de 11 mm/h) y una moderada elevacion de la
creatinina fosfoquinasa (470 U/L) (Ver Tabla 1).
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El paciente fue tratado por 72 horas con levofloxaxina IV
(500 mg por dia), vancomicina IV (60 mg/Kg/ dia) y gen-
tamicina IV (5 mg/Kg/dia), sin presentar mejoria. Las
pruebas seroldgicas para dengue, hantavirus, HIV, Lep-
tospira resultaron negativas, asi como los PCR para pa-
rainfluenza 1, 2, 3, adenovirus, influenza A y B y
rinovirus. A las 48 horas de su ingreso, el paciente requi-
rid apoyo ventilatorio mecanico invasivo. Una radiografia
de térax demostrd infiltracion de parénquima pulmonar
bilateral, de mayor intensidad basal derecho. El control
radiografico mostré derrame pleural bilateral de predomi-
nio derecho vy silueta cardiaca normal. (Figura 1). La eva-
luacion fisioldgica mediante la escala de Acute
Physiology and Chronic Health Evaluation Il (APACHE II:
11), implicé una mortalidad del 12.9%. Los hemocultivos
y urocultivos fueron negativos y el ecocardiograma fue
normal. Tres dias después de su ingreso a la UCI el pa-
ciente no presentdé mejoria por lo que ante la sospecha
de rickettsiosis se inicia el tratamiento con doxiciclina
(100 mg) cada 12 horas por sonda nasogastrica. Los sig-
nos vitales se estabilizaron a las 48 horas posteriores al
inicio del tratamiento y el paciente se extuba al cuarto dia
de iniciada esta terapia; dos dias mas tarde es traslada-
do a un cuarto hospitalario para continuar su terapia con
doxiciclina. Su egreso hospitalario fue 29 de diciembre
del 2013 sin secuelas.

Para confirmar que la infecciéon fue provocada por un
agente rickettsial, se realizaron pruebas seroldgicas y
moleculares. Inicialmente se analizé una prueba de in-
munofluorescencia indirecta de anticuerpos IgM e IgG
(Focus Diagnostics ® Kit, Cypress, USA) contra Rickett-
sia del grupo de las fiebres manchadas, ademas de ana-
lizarse utilizando antigenos cultivados R. rickettsii
(Taiacu) y R. amblyommii (AC37), siguiendo la metodo-
logia previamente descrita [21]. No se presentd respues-
ta de anticuerpos IgM contra ninguna de las dos
especies de Rickettsia, pero hubo seroreaccion a la titu-
lacion de 128 I1gG para R. amblyommii. Por otra parte, se
extrajo ADN de sangre del paciente utilizando el kit co-
mercial QIAamp®DNA blood (QIAGEN, Hilden, Ger-
many), siguiendo las indicaciones del fabricante y se
realizé un PCR convencional para amplificar un segmen-
to de 632 bp de un gen ompA usando un primer
Rr190.70 y Rr190.701 para descartar infecciéon por Ric-
kettsia [22]. No se obtuvo amplificacion, fue obtenida en
la muestra de sangre.

Para el descarte de ehrlichiosis, al material genético ob-
tenido se le practicé una PCR de anidada amplificando
un fragmento del gen 16S rARN con los cebadores ECC
y ECB, previamente descrito por Murphy et al. [23] y pos-
teriormente una reacciéon secundaria fue implementada
con los cebadores HE3 y ECANS5, el cual amplifica un
segmento de 478 bp. Ademas se evaluaron los cebado-
res Dsb-330 y Dsb-728, que amplifican un fragmento de
409 pb del gen dsb, siguiendo el protocolo descrito [24].
Los productos amplificados que demostraron un tamafo
de banda correcto fue purificado usando ExoSap (USB) y
secuenciado en un secuenciador automatizado (Applied
Biosystems model ABI Prism3130x1 Genetic, California,

Figura 1 muestra la progresion de la lesién pulmonar.

A

C

A. Proyeccion del 15 diciembre infiltraciéon del parénquima pulmonar
y derrame pleural bilateral de predominio derecho. B. Proyeccion del
16 de diciembre Persistencia de los infiltrados y del derrame pleural.
C. Proyeccion del 20 de diciembre. Acentuacién del proceso paren-
quimatoso pulmonar de predominio derecho, la silueta cardiaca es
normal.

US). Las secuencias de los segmentos amplificados
mostraron un 99% de homologia con E. canis para el gen
16S rARN (Genbank KX766395.1) y de 100% el gen dsb
(Genbank KY576856.1). Los datos obtenidos de esta se-
cuenciacion fueron ingresados al Genbank con el nime-
ro de acceso MF789353.
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DISCUSION

Discusién

Como es conocido diversas etiologias virales, bacteria-
nas y parasitarias pueden presentar sintomas clinicos si-
milares, por lo que se requiere de pruebas de laboratorio
que ayuden a confirmar el agente causante [25]. Esto
permite guiar el abordaje terapéutico temprano, el cual
varia significativamente segun el patégeno a controlar
[26]. En este sentido, el uso de multiples métodos para
descartar diferentes patdégenos, no solo beneficia direc-
tamente a la mejoria del paciente, sino que también dis-
minuye el tiempo de hospitalizacion, lo que rebaja los
costos hospitalarios.

En el presente caso los primeros tratamientos estuvieron
dirigidos a controlar distintos tipos de enfermedades bac-
terianas (ceftriaxona, levofloxacina, vancomicina, genta-
micina), pero no se administré inmediatamente el
tratamiento contra rickettsiales.

La inefectividad de estos antibidticos fue demostrada con
el detrimento en la salud del paciente. Paralelamente, al
ingreso al hospital los primeros andlisis de descartes co-
rrespondieron al diagnéstico de enfermedades virales o
bacterianas mas conocidas en la regién y los analisis pa-
ra detectar rickettsiales se dieron tardiamente. Incluso
con este retraso, la sospecha clinica de una rickettsiosis
propicio el inicio del tratamiento con doxiciclina, con la
consecuente mejoria del paciente.

Los primeros indicios de la importancia zoonética de E.
canis fueron sefialados en Venezuela, donde se dieron
las caracterizaciones en humanos. El primer caso se
describe a partir de una infecciéon asintomatica en un
hombre adulto inmuno-competente [5] y posteriormente,
se caracterizan formas sintomaticas, con una intensidad
de infeccién que varia de leve a moderada. En estos ca-
sos todos los pacientes presentaron fiebre, cinco de seis
cursaron con cefalea y/o mialgias, 1 de seis presentd
exantema, tres de cinco se observaron alteraciones he-
matoldgicas, uno con leucopenia y trombocitopenia y otro
con anemia [6].

En el presente caso el paciente demostré compromiso
sistémico; ademas, con el establecimiento de un sindro-
me de distrés respiratorio, se requirié soporte ventilatorio
mecanico invasivo, y también presentd un cuadro de
convulsion clénica generalizada. Lo anterior amerité su
ingreso a la UTI, donde la el puntaje de la escala APA-
CHE 1l sugirié una mortalidad de 12.9%. Por lo tanto E.
canis produce formas severas en un paciente joven in-
muno-competente y seria el primero documentado en la
region.

Algunos factores deben considerarse para el abordaje de
casos de fiebres inespecificas, especialmente al momen-
to de la toma de muestra y la técnica de deteccion apli-
cada. Las diferencias en las rutas de infecciéon entre
bacterias de los géneros Rickettsia y Ehrlichia varian

segun las especies, lo que es importante el momento de
la eleccion del método diagndstico [26,27]. En términos
generales Rickettsia spp. invade células epiteliales y su
circulacion en la sangre es de pocos dias; mientras que
Ehrlichia spp. invade células sanguineas [1,28]. Estas di-
ferencias determinan la técnica de diagnostico a utilizar.
En el caso de las pruebas seroldgicas, debido a que la
seroconversion de titulos IgM a I1gG es importante para el
diagnostico de las enfermedades rickettsiales, el tiempo
de extraccion de la sangre debe ser evaluado correcta-
mente.

En este trabajo, la muestra de sangre para descartar las
enfermedades rickettsiales se extrajo 10 dias después de
la inicial de los sintomas. La sero-reaccion a los titulos
de IgG (1: 128) debe considerarse con cuidado, ya que
pueden reflejar una infeccion pasada por Rickettsia. Esto
se debe a que no se obtuvo seroconversion IgM a 1gG ni
se obtuvieron amplificaciones de ADN de Rickettsia. En
este sentido, R. amblyommatis es la especie del género
con mayor distribucion en Panama y se ha detectado en
varias especies de garrapatas, incluyendo R. sanguineus
s.l. colectados en David [16,18]. El papel patégeno de R.
amblyommatis no esta totalmente definido, pero se sabe
que estimula una respuesta inmune [29,30].

En Panama y paises vecinos hay poca gestion local so-
bre el conocimiento de la ecologia y distribuciéon de los
vectores de enfermedades rickettsiales, lo que se refleja
en el abordaje clinico. La amplia distribucién de R. san-
guineus s.l. en la regién y su implicacion como vector de
E. canis y R. rickettsii, hace que estos tipos de enferme-
dades deban ser consideradas en el diagnéstico diferen-
cial temprano.

CONCLUSION

Tanto en el trépico como en regiones sub tropicales, un
cuadro febril acompafiado de cefalea, mialgias y compro-
miso del estado general en un paciente inmuno-compe-
tente, debe plantear un amplio diagndstico diferencial.
Por otro lado, la elevacién de las transaminasas, trombo-
citopenia e hiponatremia; ademas de signos clinicos co-
mo petequias o rash, podria sugerir una enfermedad
rickettsial y el tratamiento con doxiciclina debe iniciarse
tempranamente [26].
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