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RESUMEN

Las Rickettsias son bacterias Gran negativas intracelulares obligatorias, que
infectan a los mamiferos. Dentro de este Orden, encontramos Fhrlichia canis y
Anaplasma platys, que infectan principalmente a los caninos en todo el mundo e incluso
a los humanos. El vector principal de estas bacterias son las garrapatas denominadas
Rhipicephalus  sanguineus. En Venezuela, se diagnostica esta enfermedad
principalmente por frotis de capa blanca, por esta razon, se estandarizo el método de
PCR para la deteccion de estas bacterias, en el cual primeramente se identifica la
presencia de Ricketisia sp., con unos cebadores especificos v si es positiva la muestra se
procede a determinar si es Ehrlichia canis v/o Anaplasma platys con otra PCR La
prueba se estandarizo para un volumen final 25 pl, conteniendo 2.5 mM de MgCl,; 800
uM de dNTP’s; 0.5 pM cebador directo y reverso; 1.25 unid Taq Polimerasa. v 5 ul de
ADN: luego se utilizaron 3 ciclos en el termociclador: (1) a una Temperatura de 95° C
por 5 min.. con una repeticion; (2) a una Temperatura de 95° C por 30 s., luego la
temperatura desciende a 55° C por 30 s., y luego la temperatura vuelve a ascender a 72°
C por 90s., estos tres pasos se repiten 45 veces; (3) a una Temperatura de 72° C por 5
min., y finalmente se mantiene a 4° C. Para la realizacion de ésta investigacion se
muestrearon 32 caninos sospechosos a Ricketisiosis, de los cuales solo seis resultaron
ser positivos y de éstos 6 resultaron positivos a E. canis, 2 presentaron ambos parasitos
v ninguno presentaba 4. platys solamente. También se muestrearon 8 humanos, de los
cuales 2 resultaron positivos a Rickettsiosis. Estos resultados confirman que el método
de PCR es una prueba sensible y especifica para la identificacion y diagnéstico de estas

bacterias.




INTRODUCCION

Las bacterias son el grupo de organismos mas primitivo que existe,
perteneciente al tipo celular denominadas procariota.  Estas bacterias estan
constituidas por: una membrana celular, pared celular y en algunos casos presentan
cilios y/o flagelos que le permiten la movilidad. Una caracteristica importante de
estos organismos es que el material genético constituido por acido
dexociribonucleico (ADN) no se encuentra encerrado dentro de una membrana
nuclear, a diferencia de las otras células denominadas eucariotas que poseen un
nucleo definido donde se encuentra el ADN (Prescott y col., 1999).

La pared celular de las células procariotas es una de las estructuras mas
importantes de la misma, ya que le confiere forma y las protege de la lisis osmotica.
En el caso de microorganismos patogenos, la pared celular le puede conferir
caracteristicas que contribuyen a su patogenicidad, asi como a su vez puede
protegerla de sustancias toxicas. Ademas de todo esto, en el estudio de la
microbiologia, la pared celular presenta ciertas propiedades que le permitieron a
Chistian Gram (1884) clasificar a las bacterias en dos grandes grupos, gracias a la
utilizacion de una tincion que lleva su mismo nombre (Tincion de Gram). Estos dos
grandes grupos son: las bacterias grampositivas y las bacterias gramnegativas; la
diferencia principal esta en que la pared celular de las primeras carecen de un
interpuente peptidico en las membranas denominado peptidoglucanos (Prescott y col.,
1999) y de lipopolisacaridos.

Utilizando la clasificacion de Gram y basado en caracteristicas de
desarrollo, cultivos, clinicas, etc., se han realizado historicamente clasificaciones de
las bacterias, sin embargo recientemente Dumler y col. (2001) aplicando técnicas de
biologia molecular, sobre el gen 16S del ARNr han reacomodado taxonomicamente a
las bacterias que pertenecen al grupo de las Rickettsias. Dentro de éste grupo de

bacterias gramnegativas se ubican entre otros, las Ehrlichias y Anaplasmas que son




dos géneros de bacterias que infectan a los caninos principalmente, pero también
pueden infectar ocasionalmente a los humanos.

El primer reporte de las ehrlichias se realizo en Argelia en el afio 1935,
siendo descritas como bacterias intracelulares (Preziosi y col., 2002). Dentro del
grupo de las Ehrlichias encontramos a E. canis, E. risticii, E. ewingii, F. equi, FE.
chaffeensis, entre otras, aunque antiguamente eran seis, ya que se incluia a
Anaplasma platys como otro tipo de Ehrlichia, pero para el aiio 2001, Dumler y col.,
realizaron una nueva clasificacion, colocando a E. platys en el grupo de Anaplasma,
porque se encontraron semejanzas filogenéticas con dicho género a raiz de las
pruebas realizadas; y dentro del grupo de Anaplasma encontramos a A. platys, A.
granulocitica humana y A. marginal, entre otros.

Luego de ser descubierta en Argelia, no es sino hasta la guerra de Vietnam
en la década de los 70, cuando los veterinarios estadounidenses conocen la
enfermedad. Luego en la mitad de la década de los 80, en Estados Unidos empiezan
a aparecer casos de seres humanos infectados con una especie de FEhrlichia.
Posteriormente fue reportada en perros en Africa, Europa, Asia, el Medio Oriente
(Preziosi y col., 2002).

Estas bacterias necesitan de un agente de transmision, es decir de un vector
que le facilite la salida de un animal enfermo y la entrada al individuo que va a ser su
hospedador para que pueda reproducirse. Para el caso de la rickettsiosis canina, el
agente de transmision son ectoparasitos conocidos cominmente como garrapatas. En
nuestro pais estas bacterias son transmitidas por la garrapata marron (Rhipicephalus
sanguineus) que ataca a una gran variedad de animales incluyendo caninos y seres
humanos (Preziosi y col.; 2002).

E. canis infecta células mononucleares fagociticas de perros, ocasionando
pancitopenia. Esta enfermedad presenta una fase de incubacion de 1 — 3 semanas, la
fase aguda dura de 2 — 4 semanas y produce pirexia, letargia, anorexia, pérdida de
peso, disnea, cianosis, trombocitopenia, hiperglobulinemia, hiperalbuminemia; y en

su fase cronica produce depresion, hemorragia de las mucosas, epistaxis, retinitis,




edema corneal, anormalidades neurologicas, hiperproteinemia, hiperalbuminemia. A.
platys, por su parte, infecta plaquetas, tiene una fase de incubacion de 8 — 15 dias,
ocasiona una severa trombocitopenia ciclica, donde cada ciclo persiste durante 7 o 10
dias, seguido por un corto periodo de mejoria, durante el cual el nimero de plaquetas
regresa a su valor normal. Estos ciclos ocurren cada 10 o 14 dias. La enfermedad es
frecuentemente asintomatica, pero los animales trombocitopénicos pueden tener
graves hemorragias durante accidentes o cirugias, entre las alteraciones que presenta
encontramos adenopatias, leucopenia, leucocitosis, hiperglobulinemia, hipocalcemia
y trombocitopenia (Preziosi y col., 2002).

Para el diagnostico de la enfermedad se han utilizado varios métodos tales
como: Frotis de sangre de capa blanca, Inmunofluorescencia, Ensayo
Inmunoenzimatico (ELISA), Inmunoelectro Transferencia (Western Blot) y Reaccion
en Cadena de la Polimerasa (PCR); en Venezuela se realiza el diagnostico
principalmente a través del frotis de sangre de capa blanca, pero se considera como
una técnica subjetiva ya que requiere de mucha experiencia y es poco sensible e
inespecifica (Arraga de Alvarado y col., 1999); sin embargo la prueba por PCR es
una técnica sensible que permite la caracterizacion de microorganismos y no requiere
de preparaciones complejas del antigeno como las otras pruebas serologicas (ELISA,
inmunoelectro transferencia, etc.).

En la presente investigacion se pretende establecer el método de Reaccion
en Cadena de la Polimerasa (PCR) como una técnica de diagndstico precisa para
detectar la presencia de Fhrlichia canis y/o Anaplasma platys en caninos ya que
actualmente en Venezuela no existe un método lo suficientemente sensible y
especifico para el diagnostico de la enfermedad.

Finalmente este trabajo esta constituido por un Capitulo T o El Problema
donde esta contemplado el planteamiento del problema, la justificacion y los
objetivos a alcanzar a lo largo de la investigacion. Un Capitulo IT o0 Marco Tedrico en
el cual se exponen los antecedentes tanto historicos como de la investigacion, las

bases teoricas que sustentan a la misma, el sistema de variables y de hipotesis.
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Seguidamente se encuentra el Capitulo III o El Método, donde se describe el
paradigma, tipo de investigacion y disefio, el nivel de la investigacion, modalidad,
dimension temporal, las fuentes, técnicas e instrumentos de recoleccion de
informacion, técnicas de procesamiento de datos e informacion y procedimientos
utilizados para el analisis de los datos. Y por ultimo el marco administrativo, donde
se exponen los recursos materiales, financieros, humanos y el cronograma a seguir

durante el periodo de tiempo calculado.




CAPITULO I
EL PROBLEMA
PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Durante mucho tiempo diferentes organismos han coexistido bajo diferentes
formas, en el cual los organismos mas primitivos, tienden a ser parasitos de otros
seres vivientes; tanto es asi que incluso hasta el llamado mejor amigo del hombre, la
especie canina, es victima de estos microorganismos, ejemplo de ellos son las
Ehrlichias y Anaplasmas, que son transmitidos por artropodos (garrapatas), de un
animal enfermo a uno sano. No obstante, y sin menospreciar a estos compafieros
inseparables del hombre, los perros pueden ser también un peligro para este, puesto
que las garrapatas, provenientes de caninos infectados, pueden infectar a humanos y
por ende éste puede adquirir la enfermedad (Arraga de Alvarado y col., 1999).

Hoy en dia se ha visto un aumento en el nimero de casos de perros que
presentan la infeccion con estas bacterias. En Venezuela donde de un total de 1135
hematologias realizadas solicitando 1085 diagndsticos de agentes hemotropicos, 845
(70 %) casos fueron positivos a Ehrlichia bajo frotis en capa blanca, solo en caninos.
Pero esto no solo llega aqui, sino que también se han observado casos de seres
humanos que se le ha diagnosticado la enfermedad y utilizando la misma técnica de
frotis, se diagnosticaron 2 casos de ehrlichia monocitica y mas de 400 casos de
rickettsia plaquetaria humana (Arraga de Alvarado y col., 1999).

Sin embargo debemos utilizar nuestros medios para controlar estas
enfermedades que al ser zoonoticas en algunos casos ponen en peligro la salud de
seres humanos, por lo que se hace necesario aumentar las investigaciones en este
campo (Arraga de Alvarado y col., 1999).

En este sentido, el Centro de Estudios Biomédicos y Veterinarios en el
Instituto de Estudios Cientificos y Tecnologicos (IDECYT), desde Enero 2004 hasta

Junio 2004, se realizd una investigacion de caracter cientifico con la ayuda del




laboratorio clinico VetLab y El Centro Veterinario El Edén de las Mascotas, para la
realizacion de la presente investigacion.
Ante la situacion problematica aqui planteada se formulan las siguientes
interrogantes:
e ;Seri el método de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
una técnica precisa para detectar la presencia de Ehrlichia canis
y Anaplasma platys en caninos?
e /Se podra detectar rickettsias en las muestras de sangre canina
aplicando el método de PCR?
e ;Puede el método de PCR diferenciar cuando la rickettsiosis es
originada por Ehrlichia canis?
e . Puede el método de PCR diferenciar cuando la rickettsiosis es

originada por Anaplasma platys?

JUSTIFICACION DE LA INVESTIGACION

Actualmente en Venezuela, para determinar si un perro presenta 0 no
ehrlichiosis, los veterinarios y laboratorios del pais utilizan principalmente al Frotis
en Sangre de capa blanca, que permite un diagnostico rapido, no requiere de equipos
sofisticados, pero tiene la desventaja que requiere un cierto nivel de entrenamiento,
ademas de una constancia por parte del observador para poder buscar el o los
organismo(s). Este método consiste en llenar un capilar con un poco de muestra
sanguinea, y tapar el mismo con un poco de plastilina para que el liquido no se salga
de dicho capilar; luego se centrifuga a 10000 xg durante 5 min., con la intencion de
separar los componentes sanguineos en tres capas, en el cual la capa blanca queda en
el medio (entre el suero y la capa de eritrocitos) y para retirarla se corta el capilar 1
mm aprox. por encima de la capa blanca y con la ayuda de una aguja se separa de las
paredes del capilar la capa blanca y se empuja el tapon con la misma aguja por debajo
para empujar la capa y se coloca en un porta objeto; luego, utilizando otro porta

objeto, en un angulo aproximado de 45° se extiende la capa blanca y posterior a esto




se procede a fijar la muestra con metanol y luego se tifie con un colorante rojo
(eosina) y otro azul (complejo azul — B), se lava con agua de chorro y se deja secar,
por dltimo se observa al microscopio de luz en el aumento 100X. Este tipo de prueba
diagnostica puede conllevar errores por la poca sensibilidad del método y ademas
porque se pueden confundir los microorganismos con cambios celulares como
macroplaquetas, plaquetas vacuolizadas, monocitos y linfocitos reactivos, fagocitosis
de plaquetas y eritrocitos (Arraga de Alvarado, O. y col,, s.f). De alli la importancia
de establecer una prueba de diagnostico objetiva y eficiente de la enfermedad; ya que
no se conocen suficientes datos epidemiologicos de la enfermedad en Venezuela. Por
todo esto se utilizara el método de PCR, que aunque requiere de equipos
especializados y costosos, permite la caracterizacion de microorganismos no
cultivables y un diagnostico sensible en etapas tempranas y en estadios cronicos de la

infeccion.

OBJETIVOS DE LA INVESTIGACION

Objetivo General:
Aplicar el método de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) como una

técnica precisa para la deteccion de Ehrlichia canis ylo Anaplasma platys.

Objetivos Especificos:

v Determinar la presencia de Rickettsia en sangre canina aplicando el
método de PCR.

v' Determinar la presencia de Rickettsia en sangre humana aplicando el
método de PCR.

v Identificar si la rickettsiosis es originada por Ehrlichia canis aplicando

el método de PCR.




v

Identificar si la rickettsiosis es originada por Anaplasma platys

aplicando el método de PCR.




C:APiTULO 1
MARCO TEORICO REFERENCIAL

ANTECEDENTES DE LA INVESTIGACION

Dowson y col. (1996), trabajaron en el Sureste de Virginia con perros
infectados naturalmente con el agente de la ehrlichiosis humana (Ehrlichia
chaffeensis) y detectaron mediante la técnica de PCR la presencia de dichas bacterias
en los caninos. En ésta investigacion tomaron muestras de sangre a 74 caninos, en las
cuales a 73 muestras se les realizaron pruebas serologicas por reaccion de anticuerpos
a F. chaffeensis y E. canis, y a 38 muestras se les realizo la prueba de PCR para
detectar la presencia de E. chaffeensis, L. canis, y E. ewingii. También se realizaron
pruebas con Nested — PCR donde se us6 un modelo de primer de Ehrlichia spp., para
el producto inicial y luego se empleo los primer especie especificos para su deteccion.
En la investigacion obtuvieron un 34.4 % de perros presentaron anticuerpos reactivos
contra F. chaffeensis y un 34.4 % de perros presentaron anticuerpos reactivos contra
E. canis; y con respecto a la prueba de PCR obtuvieron un 42.1 % perros positivos a
E. chaffeensis, un 31.6% perros positivos a I. ewingii y ningun perro positivo a F.
canis. En éste trabajo se logro determinar que los perros son reservorios potenciales
de E. chaffeensis.

Mas tarde Breitschwerdt y col. (1998), realizaron una evaluacion secuencial
en perros infectados naturalmente con FEhrlichia canis, Ehrlichia chaffeensis,
Ehrlichia equi, Ehrlichia ewingii o Bartonella vinsonii, en el cual trabajaron con 12
perros a los que se les realizaron pruebas serologicas usando inmunofluorescencia de
anticuerpos (IFA), Western — blot, y analisis por nested — PCR; en el cual en éste
altimo utilizaron los primers EHR — OUT1 y EHR — OUT2 para la amplificacion del
gen 16S perteneciente al género Ehrlichia y para las especies utilizaron los primer
HE3-R, E. canis, E. chaffeensis, E. ewingii (Dowson, J.E. y col, 1996) y E. equi

(Barlough, J.E. y col., 1996); para el caso de Bartonella utilizaron los primers




Bh16SF y Bh16SR (BH1), obteniendo como resultado que segun la prueba de PCR
los caninos muestreados, tan solo sietes resultaron positivos, y en algunos casos
existia una coinfeccion con tres especies de Ehrlichia.

Para el mismo afio Parola y col. (1998), trabajaron en la amplificacion del
ADN ehrlichial en la garrapata Ixodes ricinos (Acari: Ixodidae) en Francia, en el cual
amplificaron por PCR el gen 16S de ADN la proteina ribosomal del agente de
ehrlichiosis granulocitica humana (HGE) y Ehrlichia plagocytophilak con la finalidad
de comparar el grado de similitud que presentaban ambas especies de Ehrlichia. Los
resultados obtenidos arrojaron que ambas especies, y conjuntamente con F. equi,
tenian un 99.4 % de similaridad; demostrando también que los niveles de variacion
son los responsables de la infeccion en animales y humanos.

Dos afios después Parola y col. (2000), realizaron una investigacion para la
deteccion de Ehrlichia en Africa a través de la prueba de PCR, donde utilizaron los
cebadores EHR16SD y EHRI16SR para poder amplificar el ADN de diferentes
organismos del phyla Protobacteria, entre ellos Ehrlichia spp., proveniente de
garrapatas infectadas, en la cual, lograron amplificar el gen 16S ARNr perteneciente a
E. senmnetsu, E. phagocytophila, E. chaffeensis, E. risticii, E. canis, Neorickettsia
helminthoeca, Cowdria ruminantium, el agente de la ehrlichiosis granulocitica
humana, A. marginal, entre otros, el cual el fragmento era de 345 pb; pero otros
organismos pertenecientes al phyla no fueron amplificados por PCR tal como
Rickettsia risticii, Bartonella elizabethae, Brucilla melitensis, Escherichia coli, entre
otros; lo que indica que los primers antes mensionados son especificos para las
especies de Fhrlichia y entre otros microorganismos taxonémicamente cercanos, tales
como Anaplasma sp.

En el mismo afio Inokuma y col. (2000), detectaron el ADN de Ehrlichia
platys en garrapatas (Rhipicephalus sanguineus) en la isla de Okinawa en Japon.
Utilizaron 32 garrapatas recolectadas de 8 caninos, en el cual a través de la prueba de
PCR se identificaron si éstas presentaban dichas bacterias utilizando los primers

género especificos EHR16SD y EHR16SR, descritos por Parola y col. (1996) y para
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la deteccion de la especie se sustituyo el primer EHR16SD por el especie especifico
PLATYS, obteniendo que los fragmentos de E. platys estaban entre 678 o 679 pb, y
que de los ocho perros analizados, tan solo cuatro fueron detectados como positivos
ante la prueba de PCR.

Hancock y col. (2001) en un trabajo amplificando por PCR la secuencia del
gen 168 ribosomal lograron difenciar sangre de caninos infectados con E. platys de E.
equi. La investigacion antes mencionada se relaciona con la presente en que utilizan
la prueba de PCR como método de diferenciacion entre dos agentes ehrlichiales
diferentes.

Por otra parte, Suksawat y col. (2001) realizaron un trabajo de coinfeccion
de tres especies de Ehrlichia en perros de Tailandia y Venezuela, también con la
secuencia de ADN 168 ribosomal, en donde trabajan con dos perros que presentan
una infeccion multiple, en el cual luego de realizar estudios utilizando el método de
PCR detectaron que los perros presentaban tres tipos de especies de Ehrlichia, las
cuales eran: Ehrlichia canis, Ehrlichia platys (actualmente A. platys) y Ehrlichia
equi. También en éste estudio se muestra parte de la secuencia correspondiente al
gen de la proteina 16S del ribosoma de A. platys.

En este mismo sentido Unver y col. (2001) examinaron perros y garrapatas
que estaban infectados con E. canis en Venezuela y, establecieron la correlacion para
determinar si éste es el mismo tipo que el aislado humano. Para ello, utilizaron el
método de PCR con cebadores especificos para E. canis y revelaron, que 17 muestras
de sangre proveniente de perro de los 55 casos estudiados eran positivos a la bacteria,
incluso algunas garrapatas de éstos perros también estaban infectadas. Luego fueron
aisladas las Ehrlichias y propagadas en un canino. Luego estas bacterias fueron
analizadas mas a fondo para determinar sus caracteristicas moleculares y antigénicas.
Posteriormente de realizar esto, se observo que el aislado nuevo VDE era idéntico al
aislado humano venezolano denominado Ehrlichia (VHE) y fue relacionada con las

E. canis de Oklahoma.
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Arraga-Alvarado y col. (2003) trabajando con 3 perros inoculados con E.
platys y 2 infectados naturalmente, encontrando que con la técnica de coloracion de
frotis llamada Dip Quick, se observo un 60 a 97 % de rickettsemia en los perros
inoculados. Al ver las plaquetas por microscopia electronica se notaban las morulas
en su interior, de forma pleomorfica distinguiéndose la doble membrana caracteristica
de las bacterias gramnegativas. Dentro de las morulas de las plaquetas se encontraron
un numero de organismos que iban de 1 a 15. Los perros que se infectaron
naturalmente mostraron diferencias en sus caracteristicas ultraestructurales donde
algunos organismos contenian un material central denso irrigado moderadamente.
Otros resultados de esta investigacion indicaron que las diferentes caracteristicas en la
ultraestructura del organismo se debe a las distintas etapas del desarrollo por las que
pasa A. platys.

Massung y col. (2003) utilizaron la prueba de PCR como un método para
diagnosticar los diferentes casos de ehrlichiosis en humanos tanto en Estados Unidos
como en Europa, y no solo eso, sino que también probaron con diferentes cebadores
que amplifican parcialmente el gen correspondiente a la proteina 16S del ribosoma,
de la Ehrlichiosis Granulocitica Humana que actualmente se conoce como Anaplasma
phagocytophilum. Los resultados obtenidos fueron la fabricacion de tres estuches
comerciales de PCR como prueba de deteccion, especificidad y no especificidad de
una amplia gama. Estos resultados permiten el diagnostico molecular de la

ehrlichiosis en los humanos.

BASES TEORICAS
La Ehrlichiosis:
La Ehrlichiosis es una enfermedad producida por FEhrlichia, bacterias
gramnegativas obligatorias intracelulares, que utilizan un artropodo para su
transmision (Preziosi, D. y col,, 2002). Actualmente, segin Dumler, S. y col. (2001)

pertenecen a la familia Anaplasmataceae, Orden Rickettsias.
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E. canis, E. ewingii, y otros organismos que también atacan a los caninos como
Babesia canis y Babesia gibsoni (Preziosi, D. y col., 2002).

La transmision y la patogenisidad de la ehrlichiosis en caninos descrita por
Preziosi, D. y col. (2002), indica que de E. canis, se aplica para el resto de las
especies. Esta Ehrlichia logra entrar en un perro sano a partir de la picada de una
garrapata infectada que introduce la bacteria a través de su probocide. A su vez, las
garrapatas en estado de larva o ninfa adquieren el organismo, cuando se alimentan de
la sangre de un canino que esta infectado. Luego la garrapata cae para realizar su
muda de larva a ninfa o de ninfa a adulta y al montarse en otro hospedador, la
bacteria es propagada.

Esta enfermedad esta descrita en tres etapas (Fase Aguda, Fase Subclinica y
Fase Cronica), presentando sintomatologias particulares:

Fase Aguda:

Ocurre entre 1 a 3 semanas después que la garrapata infectada se alimenta en un
animal sano, luego la bacteria invade leucocitos y se divide formando morulas
(colonias encerradas por una membrana vacuolar) (Figura 1). Normalmente las
especies de FEhrlichia tienden a infectar células mononucleadas o leucocitos
granulociticos; por ejemplo, para el caso de E. canis, E. chaffeensis y E. risticii
(Neorickettsia risticii), invaden células mononucleadas, mientras que E. ewingii, E.
phagocytophila y E. equi invaden neutrofilos granulociticos o eosinofilos. La
sintomatologia clinica que presentan los individuos infectados con E. canis son:
pancitopenia, trombocitopenia, pirexia, letargia, anorexia, pérdida de peso, disnea,
cianosis, hiperglobulinemia e hiperalbulinemia.

Ahora bien, cuando los animales han sido diagnosticados en la etapa aguda
de la infeccion, estos suelen presentar letargia, fiebre, anorexia, pérdida de peso,
esplenomegalia, y limfadenopatia generalizada. Los casos mas comunes de perros
infectados con Ehrlichia canis estan relacionados a la fase aguda, observandose tan
solo sintomas tales como letargia, anorexia y pérdida de peso; sin embargo entre el 25

al 60 % de los casos presentan tendencias de sangrado, epistaxis, melena, petequia
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y/o hemorragias equinoxicas, flema, hemorragia retinal y hematuria. Dentro de las
manifestaciones neurologicas de la infeccion encontramos: ataxia, paraparesis,
pérdida de conciencia, ladeo de cabeza, nistagmus y ataques. Otro signo comun de la
fase cronica incluye glomerulonefritis con sindrome nefrético o pancitopenia
resultando en una infeccion secundaria y anemia severa.

Fase Subclinica:
Esta fase se caracteriza por la presencia persistente de los organismos en el
hospedador y ausencia de la enfermedad clinica, donde probablemente el agente
infeccioso es retenido en un nimero bajo en células mononucleadas hepaticas. Su
duracion puede variar desde semanas hasta afios. A pesar de que los perros son
asintomaticos en su clinica, sin embargo en las pruebas hematologicas los perros
tienden a presentar anormalidades como hiperglobulinemia, trombocitopenia.

Fase Cronica:

En esta fase la sintomatologia clinica se caracteriza por presentar depresion,
hemorragia de las mucosas, epistaxis, retinitis, edema corneal, anormalidades
neurologicas, hiperproteinemia e hiperalbulinemia.

Preziosi, D. y col. (2002), explica que la infeccion asociada a Ehrlichia canis esta
relacionada con el estado inmune del organismo huésped y con la raza del animal. Es
comun observar que en el estado agudo de la infeccion pase desapercibida o presenta
una leve sefial, a tal punto que los duefios del animal no buscan la ayuda veterinaria
para estas mascotas. Ya en la fase subclinica es clasico no ver sintomas clinicos,
aunque existan anormalidades en la hematologia.

En ésta fase no es usual encontrar valores normales de plaquetas, pero los casos que
presentan trombositopenia son aun mas comunes. También encontramos que los
animales que presentan esta etapa de la infeccion poseen anemia no regenerativa que
a menudo es moderada o suave, en cuanto a las células sanguineas blancas pueden
encontrarse, durante la infeccion, dentro de los rangos normales o por encima de los

mismos.
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Figura 1
Frotis de capa blanca, de una muestra de sangre canina donde se muestra una
moérula de Ehrfichia canis seiialada por la flecha
(Foto gentilmente donada por O. PARRA)
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Por otra parte, Preziosi, D. y col. (2002) menciona que E. ewingii es uno de
los dos agentes ehrlichiales que puede ocasionar la infeccion granulocitica en los
caninos, siendo el otro agente causante de la enfermedad . equi. Entre estos dos
agentes, no hay mucha diferencia para su identificacion en las morulas granulociticas.
Un sintoma clasico que presentan los animales con esta infeccion es la poliartritis
aguda. La cojera puede aparecer solo en una extremidad o progresivamente miembro
a miembro. Pueden presentar a menudo sintomatologia febril, tendencia a sangrado y
en muchas infecciones se observa una trombositopenia suave a moderada. También
existen reportes de animales con esplenomegalia, hepatomegalia, meningitis,
infecciones dobles con F£. canis y E. ewingii en asociacion con ataxia profunda y
epistaxia. La infeccion con E. ewingii provoca, en pocos casos, la muerte del animal.

Al igual que con la infeccion de E. ewingii, la incidencia de la infeccion con
F. equi es desconocida, pero se puede encontrar en grandes proporciones al noroeste
de Estados Unidos y al norte del medio oriente del mencionado pais y en California
donde las infecciones en equinos son de manera endémica. Los sintomas clinicos que
presentan los animales infectados con este agente ehrlichial incluye fiebre, letargia y
trombositopenia; aunque no son signos clinicos especificos para F. equi tampoco es
muy frecuente encontrar animales que presenten poliartritis, signo que si es comin
encontrar en . ewingii.

Otro agente ehrlichial que describe Preziosi, D. y col. (2002) es Ehrlichia
chaffeensis, que en un primer lugar se describe como un patogeno humano, sin
embargo los perros también son susceptibles a tener infecciones con este organismo.
Los sintomas que presentan los caninos infectados son: vomitos, epistaxis,
linfadenopatia y uveitis anterior, y en el caso de los seres humanos los sintomas
caracteristicos de la HGE son: fiebre, dolor de cabeza y meningitis y puede ser causa
de muerte en humanos.

La Anaplasmosis:
Por otra parte encontramos al grupo Anaplasma, productora de la

enfermedad Anaplasmosis. Estos organismos también pertenecen a la familia
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Anaplasmataceae (Dumler, S. y col.,, 2001) quienes se les considera como organismos
Gram — negativos, pequefios, a menudo pleomorficos, formando cocos que residen
dentro de las vacuolas citoplasmaticas, presentan un tamafio que esta entre 0.2 a 0.4
um de diametro y una coloracion violeta cuando se les tifie (Figura 2). Se encuentran
formando morulas a menudo en células hematopoyéticas maduras o no, en particular
células mieloides y neutroéfilas e inclusive los eritrocitos, en sangre periférica o en los
tejidos finos que cumplen funcion fagocitaria como el bazo, el higado y la médula, en
hospedadores mamiferos. La multiplicacion de éstos organismos se realiza por fision
binaria, no presentan acidos grasos y también es caracteristico que no son cultivables
(Ristic, M. y col., 1984).

Al igual que sucede con las Ehrlichias, la infeccion con Anaplasma también
tiene fases clinicas y no clinicas de la enfermedad, es decir, donde se observan
sintomas que demuestran que el animal esta infectado o no. Para la anaplasmosis
canina el primer sintoma de la infeccion viene dado por la presencia de anemia
(Ristic, M. y col., 1984).

Los organismos de la especie Anaplasma marginal que se encuentran dentro
de los eritrocitos presentan un tamafio aproximado entre 0.3 a 1.0 um de diametro y
forman una vacuola donde se dividen por fision binaria. Estas bacterias afectan
principalmente rumiantes y se valen de un artropodo que le sirva como vector.
Estudios utilizando el microscopio electronico revelan que dichos organismos forman
un material granulado electro denso y presentan una doble membrana que lo recubre
(Ristic, M. y col., 1984).

Como agente causante de la Anaplasmosis en caninos encontramos a
Anaplasma platys (antes Ehrlichia platys). Los vectores mas conocidos para la
transmision de estos organismos son las garrapatas. Estas bacterias crecen en las
garrapatas permaneciendo alli por largos periodos de tiempo (Dumler, S. y col,
2001). Su nombre proviene de la célula a la que infecta, las plaquetas (Figura 2 y 3).
Se observan casos donde existe una coinfeccion con E. canis. La infeccion con éste

organismo puede provocar ciclos de trombositopenia y los sintomas clasicos de las
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Figura 2
Frotis de capa blanca de una muestra de sangre canina donde se observan
moérulas de Anaplasma platys seitalada por las flechas.
(Foto gentilmente donada por O. PARRA)
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Figura 3
Micrografia electrénica, donde se muestra una mérula de Anaplasma platys

seiialada por la flecha (Foto gentilmente donada por O. PARRA)
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infecciones con Anaplasma platys son similares a los nombrados anteriormente
(Dumler, S. y col., 2001) para las Ehrlichias.

Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR):

En la ciencia actual se han realizado descubrimientos que transforman
verdaderamente el modo en que se trabaja y piensa. Aunque el progreso quizas ha
sido lento, en el caso de la biologia molecular esto no ha sido asi, ya que
afortunadamente se han logrado grandes cambios en un tiempo ciertamente corto.
Uno de estos cambios se dio a mediados de los afios 70, con la identificacion de
enzimas de restriccion, el desarrollo de vectores de clonacion, entre otros, y un
segundo salto tecnologico ocurrid en 1985, con la introduccion de una técnica que
tiene una mayor aplicacion en el laboratorio clinico: la reaccion de polimerasa en
cadena, mas conocida por sus siglas en ingles PCR (Polymerase Chain Reaction).

La Técnica de PCR se define como una forma simple y especialmente
rapida de multiplicar ADN presente en diferentes muestras biologicas para facilitar su
identificacion. Este método fue desarrollado por el quimico Kary B. Mullis.

Para 1985, la técnica fue revelada y tuvo gran aceptacion por la comunidad
cientifica. Para 1991 el uso de la técnica de PCR fue extendido y referenciado en
miles de articulos cientificos.

La técnica de PCR es un proceso que consta de tres etapas que forman un
ciclo, el que se repite un nimero determinado de veces: Denaturalizacion,
Hibridizacion y Extension. El proceso se lleva a cabo en un termociclador
(instrumento que automaticamente controla y alterna las temperaturas durante
periodos programados de tiempo para el nimero apropiado de ciclos), estos ciclos
son:

Paso 1. Denaturalizacion por calor. (Temp. mayor o igual 90 ° C), separa la
doble hebra de ADN en dos hebras sencillas rompiendo los enlaces de hidrogeno que
unen a las bases, mientras que los enlaces entre la desoxirribosa y los grupos fosfato

permanecen intactos.
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Paso 2: Hibridizacion (Alineacion). Los cebadores (primers) son secuencias
sintéticas cortas de ADN de una sola hebra que poseen de 20-30 bases. Son
especificos y delimitan la region blanco del genoma del organismo de interés. Se
incluyen dos cebadores en la reaccion de la PCR, cada uno complementario de una de
las hebras de ADN que se separaron durante la desnaturalizacion. Generalmente, este
proceso se lleva a cabo entre 40 ° C y 65 ° C, dependiendo de la longitud y de la
secuencia de bases de los primers. Esto permite la union especifica de los cebadores a
su hebra complementaria.

Paso 3: Fxtension. Una vez que los cebadores se unieron a sus secuencias
complementarias, se eleva la temperatura a 72 ° C y la enzima 7ag ADN polimerasa
se usa para replicar las hebras de ADN. La 7ag polimerasa comienza el proceso de
extension en direccion 5° a 37 agregando los nucledtidos correspondientes,
obteniéndose la hebra complementaria de ADN.
(http://www.roche.cl/diagnostics/tecnologia.htm).

Este ciclo de tres pasos (desnaturalizacion, hibridizacion y extension) puede
ahora repetirse muchas veces. Conforme la técnica de PCR continta, se crean
primero dos, cuatro, ocho,... 2" copias (n= numero de ciclos), obteniéndose después
de 30 ciclos 1.073.741.824 copias. Este proceso de PCR también es llamado
amplificacion debido a que la secuencia objetivo es copiada una y otra vez con el
objeto de hacer millones de copias. Esto permite tener suficiente material genético
para detectar la presencia y la cantidad del patogeno.
(http://www.roche.cl/diagnostics/tecnologia.htm).

Electroforesis en gel de Agarosa:

La electroforesis en gel de agarosa es un método sencillo, usado para
separar, identificar y purificar fragmentos de ADN a través del paso de una corriente
eléctrica sobre un gel, que para este caso proviene de la agarosa, que es un compuesto
lineal que se obtiene de un alga marina.

Ahora bien, el principio por el cual se rige el proceso de electroforesis, es

basicamente el separar fragmentos de ADN por su peso molecular, el tamafio del poro
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formado en el gel (permite la separacion por tamafio, mientras mas grande sea el poro
con mayor facilidad va a migrar el fragmento de ADN). Luego el ADN es tefiido con
bromuro de etidio que tiene afinidad por los nucledtidos y emite luz cuando es
exitado por luz ultraviolta, lo que permite visualizar los fragmentos de ADN

presentes en el gel de agarosa (Sambrook y col., 1989).

SISTEMA DE VARIABLES
Variable Independiente:

La Variable Independiente que atiende a la presente investigacion son los
resultados obtenidos con el método de PCR.
Variable Dependiente:

La Variable Dependiente que atiende a la presente investigacion esta
relacionada con la Casuistica, es decir, con la presencia o no de un tipo especifico de
bacteria, bien sea Ehrlichia canis y/o Anaplasma platys.

Variables Intervinientes:

Entre las Variables Intervinientes se encuentra la toma de la muestra: (1) en
presencia de EDTA, (2) periodo entre la toma de la muestra y la extraccion del ADN,
(3) Purificacion del ADN y (4) metodologia: (Ciclo 1) Desnaturalizacion a 95° C por
cinco (5) minutos con una (1) sola repeticion, (Ciclo 2) Desnaturalizacion 95° C por
treinta (30) segundos, Hibridizacion a 55° C por treinta segundos y Extension por 72°
C por noventa segundos son cuarenta y cinco (45) repeticiones, (Ciclo 3) Extension a

72° C por cinco (5) minutos y (Mantenimiento) a 4° C.

SISTEMA DE HIPOTESIS
Como posibles respuestas a las interrogantes ya planteadas en el capitulo
anterior se nos presentan las siguientes hipotesis:
o Hipotesis de la Investigacion: El método de Reaccion en Cadena de
la Polimerasa (PCR) es una técnica de diagnostico efectiva para detectar la presencia

de Ehrlichia canis y Anaplasma platys.
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e Hipotesis Nula: El método de Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR) no es una técnica de diagnostico efectiva para detectar la presencia de
Ehrlichia canis y Anaplasma platys.

e Hipotesis alternativa: El Frotis de Sangre de Capa Blanca y la

Sintomatologia Clinica son métodos eficientes para el diagnostico de la Ehlichiosis.
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DEFINICION DE TERMINOS BASICOS
Las siguientes definiciones fueron tomadas del Diccionario Terminoldgico
de Ciencias Médicas (Salvat Editores, )

Ataxia: Trastorno del movimiento voluntario, que aparece incordiando, estando
conservada la fuerza muscular. La alteracion de cualquiera de los mecanismos
que intervienen en la realizacion del movimiento voluntario dificultando su
normal ejecucion, determinara la ataxia. La lesion de las raices posteriores de la
médula o de los cordones posteriores medulares determinara una alteracion de
la sensibilidad profunda conciente (palestesia o vibratoria, artrocinética
oposicional, grafostesia), que al no informar a los centros nerviosos de la
posicion de cada uno de los segmentos del cuerpo, dificultara la ejecucion del
movimiento. La alteracion de los haces espinocerebelosos medulares que
transmiten la sensibilidad profunda inconsciente y la lesion del cerebelo,
determinan una alteracion de la coordinacion del movimiento, con falta de
mesura de éste en el espacio y en el tiempo (discronometris), o con
descomposicion del movimiento (temblor ataxico).

Cianosis: Coloracion azul de la piel y mucosas, especialmente la debida a las
anomalias cardiacas causa de la oxigenacion insuficiente de la sangre.

Disnea: Dificultad en la respiracion.

Edema: Acumulacion excesiva de liquido cero albuminoso en el tejido celular debida
a diversas causas: disminucion de la presion osmotica del plasma por reduccion
de las proteinas; aumento de la presion hidrostatica en los capilares por
insuficiencia cardiaca; mayor permeabilidad de las paredes capilares u
obstruccion de las vias linfaticas. La hinchazon producida se caracteriza por
conservar la huella de la presion del dedo.

Epistaxis: Hemorragia por las fosas nasales.

Esplenomegalia: Aumento de volumen o hipertrofia del vaso.

Hematuria: Emision por la uretra de sangre pura o mezclada con la orina; sintoma de

enfermedades diversas.
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Hemorragia Equinoxica: Pequeiia hemorragia de forma irregular y de bordes
definidos que se presenta en las mucosas y cerosas de los diferentes 6rganos (A.
REYNA, comunicacion presencial).

Hepatomegalia: Aumento de volumen del higado. Hepatomacrosia, megalohepatia.

Hiperalbulinemia: Exceso de materias albuminoideas en la sangre u otros liquidos.

Hiperglobulinemia: Exceso de hematies en la sangre, policitemia, eritrocitosis o
hipereritrocitemia.

Hiperproteinemia: Aumento de las proteinas en sangre.

Letargia: Estado patologico de suefio profundo y prolongado.

Linfadenopatia: Término comun para las afecciones de los ganglios o del tejido
linfatico.

Melena: Expulsion de sangre alterada por el ano, sola o con eses, consecutiva,
generalmente, a una enteroragia o gastroragia.

Nistagmus: Espasmo clonico de los musculos motores del globo ocular que produce
movimientos involuntarios de éste en varios sentidos: horizontales, verticales,
oscilatorios, rotatorios o mixto.

Pancitopenia: Escasez de todos los elementos celulares de la sangre; Anemia
aplasica.

Paraparesis: Paraparesia, Paresia, especialmente de los miembros inferiores;
paraplejia ligera.

Petequia: Pequefia mancha en la piel formada por la efusion de sangre, que no
desaparece por la presion del dedo.

Pirexia: Fiebre, Estado febril.

Retinitis: Inflamacion, aguda o cronica de la retina.

Trombaocitopenia: Disminucion del naimero de plaquetas de la sangre; Trombopenia.

Uveitis: Inflamacion de la Givea (cara posterior pigmentada del iris).
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CAPiTpLo 11|
EL METODO

La presente investigacion se enmarca dentro del paradigma positivista,
segun su alcance temporal sera longitudinal, un nivel de profundidad explicativo y
segin el ambiente donde se desarrolla sera de laboratorio, segun su enfoque sera
cuantitativo y segun la modalidad del trabajo la investigacion sera de campo. El
disefio de la investigacion sera Experimental puro, ya que se utilizaran grupos
experimentales y de control, donde se manipularan las variables independientes y se
controlan las intervinientes y se utilizara un procedimiento sesgado para la seleccion
y asignacion de los sujetos a estudiar (Hernandez Sampieri, R. y col., 2001)

Muestreo: N nimero de animales fueron utilizados para el presente trabajo,
también se emplearon seis muestras humanas. Las muestras sanguineas fueron
tomadas a partir de la vena humoral con tubos al vacio (tipo Vacunntainer) en
presencia de EDTA. A continuacion se presentan dos tablas, una con los animales
estudiados y otro con los humanos analizados a lo largo de la investigacion.

Tabla 1

Historial de los caninos estudiados

o Clinica Fecha de ) ) Prueba de
Nombre N°  Veterinario o . Diagnostico ) .
Veterinaria Recoleccion Diagndstico
Duque Andrés Cen. Vet. El Edén Positivo a ;
W Ol golorzmo  deLasMascotss 02003 by tichia plotys  TTOUS
: £ Cen. Vet. El Positivo a ;
Wisky C2 Andnimo Hatillo 2 C.A. 31/03/2003 Ehelinhio platys Frotis
ElPla... C3 SO ; No se encontrd Bo s ;. No se encontro oo ;
encontro encontro encontro
e Cen. Vet. El Positivo a g
Macuto C4 Anénimo Hatillo 2 C.A. Abr./2003 Enrlichic platys Frotis
Anibal Cen. Vet. El Edén Positivo a "
Sharom G5 Hurtado de Las Mascotas ARG Ehrlichia platys Frotis
" Anibal Cen. Vet. El Edén Positivo a .
Coly &= Hurtado de Las Mascotas s Ehrlichia platys
No se ; No se ; No se
Danp 7 OGS No se encontro et No se encontrd Wil
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Clinica Fecha de Prueba de
Nombre N° Veterinario Diagndstico
Veterinaria Recoleccion Diagnoéstico
No se 4 No se ' .
Beyly C8 P No se encontro exsopins No se encontrd  No se encontro
Andiks Cen. Vet. El Positivo a
Quini c9 Edén de Las 05/05/2003 Ehrlichia Frotis
Solorzano
Mascotas platys
Positivo a
Emma C10 Anémimo O™ YLEl 05050003  Emrlichia Frotis
Hatillo 2 C.A.
platys
Cen. Vet. El Positivo a
Toby Cl11 Adam Etayo Edén de Las 19/05/2003 Ehrlichia Frotis
Mascotas platys
Candy Cl12 HNo'se " No se encontrd Noge , No se encontrd  No se encontrd
encontro enconiro
Mi Cen. Vet. El
Leon C13 » Edén de Las 22/07/2003  No se encontré No se encontro
Calderon
Mascotas
Peri Cl4 hin g6 ; No se encontrod Noge ; No se encontrd  No se encontrd
encontrd encontro
Positivo a
Catire  CI5 Anénimo Campo Claro 22/07/2003 Ehrlichia Frotis
platys
Veterinaria El Positivo a
Ponky Cl6 Andénimo 01/08/2003 Ehrlichia Frotis
Placer
platys
Ve(t};qpo » Positivo a
Orietta C17 Anénimo E iy 09/05/2003 Ehrlichia Frotis
goavil latys
Sardivas praz
. Positivo a
Milagros Cen. Vet. El e .
Dany Cl18 Lira Hatillo 2 C.A. 117/09/2003 Ehrlichia Frotis
platys
p Cen. Vet. El
Caola Cly Andrs EdéndeLas  16/09/2003 Sospechosoa Frotis
Solorzano M Ehrlichia
ascotas
Ao Consultorio Positivo a
Rocky  C20 : Veterinario La  19/05/2003 Ehrlichia Frotis
Rivas ;
Avilefia ' platys
Ahi Centro de Positivo a
Sassy €21 ; Atencion a las 19/09/2003 Ehrlichia Frotis
Quintero
Mascotas platys
— Cen. Vet. El Positivo a
Rodax (C22 Cslfena Edén de Las 07/02/2004 Ehrlichia Frotis
Mascotas canis*
: Cen. Vet. El ) ]
Gorda €23 MM  pygelas 12052004 SeSPechosoa  Sintomatologia
Mascotas P-
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Clinica Fecha de Prueba de
Nombre N° Veterinario L . Diagnostico
Veterinaria Recoleccion Diagnostico
. Cen. Vet. El ! ,
Yani C2¢4  Mima Edéndelas  12/0502004 Sospechosoa  Sinfomatologia
Calderén Rickettsia sp. Clinica
Mascotas
: Cen. Vet. El ; ;
Donglita C25  JMima EdéndeLas  12/05/2004 Sopechosoa  Simtomatologia
Calderon Rickettsia sp. Clinica
Mascotas
. Cen. Vet. El " ;
Boby C26  Mima Eddadelas 13050004 Soopechosoa  Ssmnmatalogia
Calderon Rickettsia sp. Clinica
Mascotas
Cen. Vet. El ; :
Guicho €27  Mima Edén de Las S R
Calderén Mascotas 12/05/2004 P
. Vet L Sospechosoa  Sintomatologia
Gragy (28 Mirna Edén de Las Hicketicia « Clinica
Calder6n Mascotas 12/05/2004 P-
Cen. Vet. El . :
Ady C29  Mima Edén de Las o ey S‘"‘%‘fﬁ‘c’;"g‘a
Calderén Mascotas 12/05/2004 P
" Cen. Vet. El ; ,
Hule  C30 C:][:i?rz . Edéndelas 12052004 i?;‘:;‘;‘f‘s’ a S‘““’C‘l';ﬁi’;"gm
Mascotas P-
s Cen. Vet. El ; ;
Cancla €31  Mima EdéndeLas  12/052004 Sospechosoa  Sintomatologia
Calderén Rickettsia sp. Clinica
Mascotas
* Diagnostico accidental
Tabla 2
Historial de los humanos estudiados
Fecha de Prueba de
Nombre  N° Meédico Clinica ) Diagnéstico ) .
Recoleccion Diagnostico
’ Dr. y Sospechoso a ’
Francisco HI Anteudio Metropolitana - Rickettsia sp. Frotis
Dr. ; Positivo a ;
Wanda H2 Antonic Metropolitana 28/08/2003 Ehrlichia sp. Frotis
José H3 Dra. Mima  Cen. Vet. El Edén 12/05/2004 Sospechoso a Contacto
Gregorio Calder6n de Las Mascotas Rickettsia sp. cOn caninos
. Dra.Mirna  Cen. Vet. El Edén Sospechoso a Contacto
Alex o Calderdn de Las Mascotas 1RRAa04 Rickettsia sp. con caninos
. Cen. Vet. El Edén Sospechoso a Contacto
Zuiin . Bl de Las Mascotas s Rickettsia sp. CON Ccaninos
" 2 Cen. Vet. El Edén Sospechoso a Contacto
Addse 16 Dr At de Las Mascotas il Rickettsia sp. con caninos
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Extraccion de ADN de Sangre Canina (Para 300 ul de Sangre)

En un tubo de 1,5 ml se afiadieron 900 pul de Solucion de Lisis de Células y
300 pl de sangre y se mezclaron de 5 — 6 veces por inversion, se incubaron por 10
min. a temperatura ambiente y se centrifugaron a 16000 xg por 20 min. Luego se
descarto el sobrenadante utilizando una micropipeta y se agito con un vortex el tubo,
hasta que las células blancas se resuspendieron. Posteriormente se afiadieron 300 pl
de Solucion de Lisis de Nucleo al tubo, se pipetio de 5 — 6 veces para lisar las células
blancas (si se formaron agregados de células después de mezclar, se incubo la
solucion a 37° C hasta que se rompieron). Luego se afiadieron 1,5 pul de Rnasa y se
mezclaron de 2 — 5 veces, luego se incubaron a 37° C por 15 min. y después a
temperatura ambiente. Se afiadieron 100 pl de Solucion de Precipitacion de Proteinas
y se agitaron con el vortex durante 10 — 20 s. Después se centrifugaron nuevamente a
16000 xg por 3 min. a temperatura ambiente y se transfirid el sobrenadante a otro
tubo de 1,5 ml que contuviese 300 ul de isopropanol. Luego se mezclaron hasta
observar los hilos de ADN, se centrifugaron a 16000 xg por 5 min. a temperatura
ambiente, se descarto el sobrenadante, se afiadieron 300 ul de etanol 70 % a
temperatura ambiente y se invirtio el tubo varias veces con el fin de lavar el depoésito
de ADN vy los lados del tubo. Luego se centrifugé a 16000 xg por 1 min. a
temperatura ambiente, se aspiro el etanol cuidadosamente con una micropipeta, se
invirtid el tubo sobre un papel absorbente para secar, durante 10 — 15 min. Después
se afiadio 100 ul de Solucion de Rehidratacion de ADN vy se incubo a 65° C durante 1
hora o a 4° C durante toda la noche. Finalmente se almacen6 el ADN a una
temperatura de 2 — 8° C.

Técnica de PCR

Se preparé la solucion de PCR colocando 2.5 pl de Buffer de MgCl, (1x),
2.5 pl de MgCl, (2.5 mM), 0.5 ul dNTP’s (800 uM), 1.25 pl del primer EHR16SD
(5-GGTACCYACAGAAGAAGTCC-3") (0.5 uM), 1.25 pl del primer EHR16SR
(5’-TAGCACTCATCGTTTACAGC-3’) (0.5 uM), y en el caso que se fuese a hacer

30




.......O......................................]

la amplificacion especie especifico, se sustituye el primer primer por el primer £.
canis (5’-CAATTATTTATAGCCTCTGGCTATAGGAA-3’) o por el primer
PLATYS (5’-GATTTTTGTCGTAGCTTGCTATG-3"), en la misma cantidad y
concentracion, 0.25 pl de Taq polimerasa (1.25 unid/25 pl), 11.75 pl de HO y 5 pl
de ADN, dando un total de 25 ul de solucion. Luego se colocaron los tubos en el

Termociclador (BioRad icycler) el cual ha sido previamente programado segin el

cuadro siguiente:

Protocolo para la Técnica de PCR de Ehrlichia:

Paso Temperatura (° C) | Tiempo | Repeticiones | Ciclo
Denaturalizacion 95 5 min. 1 vez 1
Denaturalizacion 95 30s.

Hribridizacion 55 30s. 45 veces 2
Extension 72 90 s.
Extension 72 5 min. 1 vez 3
Mantenimiento 4 0

Gel de Agarosa

Se preparo la solucion de agarosa (0.25 gr. de agarosa con 25 ml de TAE.
Una vez hecha la solucion, se colocod 1,25 ul de Bromuro de Etidio y se vertio la
misma en un molde; previamente nivelado y colocado el peine. Luego de esperar
entre 15 — 30 min. a que se gelifique la solucion, se retiro el peine con mucho cuidado
y el gel y el molde y se introducieron en la camara de corrida. Posterioremente, se
mezclaron 2 pl de tampon muestra con 18 pl del producto de PCR, se colocaron las
muestras en los bolsillos y se corrieron las muestras a 80 voltios por 1 hora. Una vez
transcurrido el tiempo, se retiro el gel de la camara de corrida y se visualizo en el

analizador de imagenes.




TECNICAS DE RECOLECCION DE DATOS
En cuanto a las técnicas que se utilizaron para el procesamiento de los datos,
encontramos las siguientes:
1. Registro
2. Clasificacion
3. Tabulacion
Para el analisis de los resultados que se obtuvieron en la presente
investigacion se tomaran en cuenta los siguientes:
1. Técnicas Logicas:
1.1.  Uso de la induccion
1.2. Analisis
2. Técnicas Estadisticas:
2.1. Descriptiva
2.2. Inferencial
En cuanto a la identificacion de las bacterias, se realizo utilizando los pesos
moleculares de los fragmentos especie — especificos de Rickettsia sp. (345 pb.),
Ehrlichia canis (1100 pb.) y Anaplasma platys (678 pb.), mostrados en el gel de

agarosa con la ayuda de un standard de peso molecular.
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CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

A continuacion se presentan los resultados obtenidos a lo largo del periodo
experimental, a fin de cumplir con los objetivos planteados. Los resultados seran
expuestos en forma de figuras, donde se observan los geles de agarosa digitalizados
que fueron utilizados para sembrar los productos de PCR, de los diferentes animales
que se analizaron durante el periodo experimental.

En total se analizaron 31 caninos que fueron considerados sospechosos de
tener rickettsiosis, bien sea ocasionada por Ehrlichia canis y/o Anaplasma platys,
bajo Frotis de Capa Blanca. Cada uno de estos animales se le tomo una muestra
sanguinea en tubos tipo Vacutainer en presencia de EDTA al 1 %, se le aislo el ADN
a partir de esta sangre completa y se sometio a la prueba de PCR, frente a cebadores
especificos que amplifican un fragmento del gen de la proteina ribosomal 16s de
Rickettsias. Estos productos de PCR, fueron sembrados en geles de agarosa y
digitalizados a fin de su posterior analisis. Estos son los geles que se presentan a
continuacion:

1.- Estandarizacion del método de Reaccion en Cadena de la Polimerasa
(PCR).

El la Figura 4, se presenta un gel de agarosa (1 %) donde fueron sembrados
dos muestras probadas previamente como positivas por Nuiiez, C. y col. (2003) a fin
de establecer las concentraciones optimas del ADN de la muestra total que se requiere
para obtener una mejor amplificacion del producto.

En esta figura, se observa que para el primer canino, en CI (10 ul de ADN)
la banda correspondiente al fragmento amplificado, es difusa y poco clara. Por otra
parte, en CII (5 ul de ADN) la banda se observa mas clara que con la concentracion
anterior, sin embargo en el caso de CIII (1 ul de ADN) y CIV (0.1 ul de ADN) no se
observa ninguna banda.

Para el segundo canino, solo se observa el fragmento de ampliacion

utilizando 5 pl de ADN total en el carril CIV. En el carril CV (10 ul de ADN) se




observa una débil banda mientras que en los carriles CVH (1 pl de ADN) y CViI
(0.1 pl de ADN) no presenta ninguna banda amplificada.

Standwed C1 CII CII CIV_CV CVI CVII CVII

Figura 4
Gel de Agarosa (1 %) digitalizado donde se sembré los estindar de peso en el carril 1y
posteriormente dos caninos en diferentes concentraciones en los carriles CI, CII, CIIIL, CIV, CV,

CVI, CVII y CVIII respectivamente,
Viendo los resultados aqui presentados se determind que la cantidad de

ADN total, ideal a utilizar para la elaboracion de las pruebas de PCR es de 5 i,
partiendo del ADN extraido de las muestras de sangre de cada animal. La cantidad
de ADN a utilizar se expresa en unidades de volumen debido a que el ADN

bacteriano no es puro, sino que se encuentra contaminado con ADN del animal.

2.~ Reaccién en cadena de Ia polimerasa wtilizando cebadores que
amplifican el gen de la proteina 16s de Rickettsias.

El 1a Figura 5, se presenta un gel de agarosa (1 %) donde fueron sembrados
las muestras correspondientes a los productos de PCR de los caninos C1, C2, C3, C4,
y C5. En esta figura se puede apreciar que en los carriles CIV y CV donde se
encuentran las muestras de los caninos identificados como Macuto y Sharon se

observa una banda de 345 pb, equivalente a la presentada donde se coloco la muestra
de ADN de A. marginale como control positivo. Este resultado indica que estos dos
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perros contienen ADN de alguna Rickettsias, 1a cual puede ser Ehrlichia canis y/o
Anaplasma platys.

En la figura 6, se observan los resultados de los productos de PCR
visualizados con la ayuda de un gel de agarosa digitalizado, de los caninos C12, C13,
C14, C15, Ci6 y C17. De estos, solamente Leén mostré un banda muy amplia a
nivel de 345 pb, indicando la presencia de ADN de Rickettsias en la sangre de este
animal. A diferencia del caso anterior, la amplificacion resulté ser mds prominente,
indicando quizas la mayor colonizacion en la sangre por parte de la Ehrlichia canis
y/o Anaplasma platys. Es posible que el producto PCR de este canino se haya
degradado un poco lo que también explicaria porque no se encuentra una banda
propiamente dicha, sino mas bien una mancha a nivel de 345 pb.

CH_CHI CIY CY C¥I

Figara 8
Gel de Agarosa (1 %) digitalizado donde se sembré los estindar de peso en el carril 1y
posteriormente los caninos C1, C2, C3, C4 y C5 en los carviles CL, CIL, CHIL CIVy CV
respectivamente. En el carril CVI se colocé el producto de PCR del ADN de A. marginale como
control pesitive.
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Standurd €I ¢ Cm CI¥ CV CV1 CVII

Figura 6
Gel de Agarosa (1 %) digitalizado donde se sembro los estindar de pesoenelcarril 1y
posteriormente los caninos C12 (carril CD, C13 (carril CIN), C14 (carril CHI), C1S8 (carril CIV),
C16 (Carril CV) y C17 (carril CVI) y en el carril (C VII) el control positivo A. marginal, En el
carril de la izquierds se encuentran los esténdares de peso,

En la Figura 7, se muestra el resultado de la aplicacion del método de PCR
realizado a una muestra de ADN proveniente de sangre del canino C22 (Rodax). En
el carril I (C I), se observa la banda caracteristica de 345 pb posterior al PCR con
cebadores especificos para determinar la presencia de Rickettsias, a pesar que la
banda es bastante débil, lo cual se puede deber a una colonizacion leve de la rickettsia
en la sangre de este animal.
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345 pb.

Figura 7
Gel de Agarosa (1 %) donde se muestra el resultado de la prueba de PCR a partir del
ADN proveniente de una muesira de sangre canina C22 utilizando el cebador especifico de
Rickettcia. En el carril de la izquierda se encuentran los estindares de peso.

3.- Reaccion en cadena de la polimerasa utilizando cebadores que
amplifican del gen de la proteina 16s de Ehrlichia canis y Anaplasma platys.

Tal y como se indico en la metodologia, una vez que un canino resulta ser
positivo por PCR utilizando los cebadores del gen de la proteina 16S de Rickettsia
sp., se le realizaba una segunda prueba, donde se utilizan cebadores especificos para
amplificar el gen de la proteina 16s de Anaplasma platy.

Asi tenemos entones en la Figura 8, el resultado de la ampliacion por PCR
de un fragmente especie especifico de 678 pb, indicando la presencia de ADN de
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FEhrlichia canis del canino C4 (CHI), el cual, a su vez resulto ser PCR positivo frente a
los cebadores para Rickettsias (Figura 4, carril CIV).

Stendaed Cl1 CII

678 pb.
—n

Figura 8
Gel de Agarosa (1 %) donde se muestra el resultado de la prueba de PCR del canino C4 (CII),
utilizando el cebador especifico de Anaplasma plays. En el carril de la izquicrda se encuentran los
estiandares de peso.

En la Figura 9, se muestra el producto de amplificacion del PCR del canino
C5. En esta figura se observa una banda en el carril I (C I) de 678 pb, que indica el
resultado positivo a la prueba para el canino C5, quien salié a su vez positiva a la
prueba de PCR utilizando el cebador especifico para Rickettsia, mostrado en la Figura
4, carril V (C V). Este resultado indica la presencia de ADN de Anaplasma platys en
la sangre de este canino. Sin embrago, al igual que en la Figura 7, la prueba de PCR
utilizando el cebador especificos de Amaplasma platys no implica que el animal no
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esté infectado con Ehrlichia canis, dado que es posible la presencia de ambas
infecciones en un mismo animal, asi como lo explica Nuifiez, C. y col. (2003); en el
cual uno de los caninos estudiados presentaba tanto E. camis como A. platys y en el
caso de los otros dos animales estudiados solo estaba infectados con una de las
bacterias.

Stenderd CI CO

Gel de Agarosa (1 %) donde se muestran ¢l resultado de iz prueba de PCR de los caninos CS
(CI) , utilizando el cebador especifico de Anaplasma platys. En el carril de la izquierda se
encuentran los estdndares de peso.

En la Figura 10, se muestra el gel donde se sembré el producto de
amplificacion del PCR de los caninos C13. En este gel se observa una banda en el
carril C I (Canino Leén) de 678 pb, que representa el resultado positivo a la prueba de
PCR utilizando el cebador de Anaplasma piatys. Este mismo animal resulté positivo
a la prueba de PCR utilizando los cebadores para Rickettsia canina, mostrado en el
grafico 5, carril C 1.
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Standard CI CI

678 pb.

Grifico 10
Gel de Agarosa (1 %) donde se muestran el resultado de la prueba de PCR del canino C13 (CID),
utilizande el cebador especifice de Anaplasma playts. En el carril de la izquierda se encuentran
los estindares de peso.

En la Figura 11, se muestran los resultados obtenidos luego de la
aplificacion por PCR de una muestra de sangre canina (Rodax) utilizando los
cebadores especificos de Ehrfichia canis y Anaplasma platys. En el carril 1 (C I)
encontramos ¢l resultado de la prueba de PCR utilizando el cebador especifico de
Ehrlichia canis y en el carril IT (C II) el resultado de la prueba de PCR utilizando el
cebador especifico de Anaplasma platys. En esta figura, se observa que la prueba fue
positiva ante el cebador de Ehrlichia canis y negativa al cebador de Anaplasma
platys, por lo que se puede deducir que el canino presenta Ehrlichiosis.

En comparacion con los anteriores resultados de Anaplasma platys, se puede
ver que la banda presentada en la figura 11, presenta un peso de aproximadamente
1100 pb, utilizando los cebadores especificos de E. canis.




|

1100 pb.
.‘—_

Grifico 11
Gel de Agarosa (1 %) donde se muestran los resnitades de la prucba de PCR del canino C22
utilizando el cebador especifico de Ehrlichia canis (carril C1) y Anaplasma platys (carril C2). En
¢l carril de la izquierda se encuentran los estindares de peso.

A continuacion se presenta un cuadro resumen con los datos de los 31
caninos muestreados, indicando el N° que representa el codigo de identificacion de la
muestra y por Gltimo los resultados de la prueba de PCR obtenidos a lo largo del
proceso investigativo.
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Tabla 3
Resumen de los resultados de la aplicacion de la prueba de PCR para la

deteccion de Rickettsiosis sp., en caninos

PCR
ND
Rickettsia sp.  Ehrlichia canis ~ Anaplasma platys
Cl Negativo
C2 Negativo
3 Negativo
C4 Positivo Negativo Positivo
8] Positivo Negativo Positivo
C6 Negativo
Cc7 Negativo
C8 Negativo
C9 Negativo
C10 Negativo
Cil Negativo
C12 Negativo
C13 Positivo Negativo Positivo
Cl4 Negativo
CI5 Negativo
Cl16 Negativo
Cl17 Negativo
Cl18 Negativo
C19 Negativo
C20 Negativo
3l Negativo
C22 Positivo Positivo Negativo
C23 Negativo
C24 Negativo
15 Negativo
C26 Negativo
C27 Negativo
C28 Negativo
C29 Negativo
C30 Negativo
31 Negativo
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En el cuadro, anteriormente expuesto, se puede observar claramente, que de
todos los animales muestreados, tan solo cuatro caninos resultaron positivos a la
prueba de PCR utilizando el cebador de Rickettsia, y que de ellos, tres son positivos a
Anaplsma platys, y uno es positivos a Ehrlichia canis.

Segin los resultados expuestos anteriormente, se pueden deducir dos
posibilidades: (1) el frotis de capa blanca al ser una técnica subjetiva y depender de la
experiencia del investigador, es un método que posiblemente esté dando falsos
positivos, debido a la presencia de artefactos que son confundidos con morulas de
Ehrlichia canis ylo Anaplasma platys, de alli el motivo por el cual se presentan tantos
sospechosos a la enfermedad, bajo ésta técnica, y pocos posibles positivos, segun la
prueba de PCR; (2) que el método de PCR a pesar de estar amplificando fragmentos
de genes de las bacterias, no ha sido lo suficientemente sensible como para dar un
diagndstico veraz ante las muestras de sangre canina. Una posible alternativa que
pudiera incrementar la sensibilidad de la prueba, es a través de la realizacion de un
doble PCR o nested — PCR, el cual esta claramente demostrado que incrementa la

sensibilidad al diagnostico (Breitschwerdt y col, 1998).

3.- Reaccion en cadena de la polimerasa utilizando cebadores que
amplifican el gen de la proteina 16s de Rickettsias, en muestras provenientes de
sangre humana.

A fin de probar si la prueba de PCR también resultaria en humanos, seis
individuos con exposicion constante a picaduras de garrapatas, fueron seleccionados.
La prueba de PCR de estos casos, fue realizada en idénticas condiciones a las
mencionadas para los caninos, desde la toma de sangre, hasta la prueba de PCR.

Como se observa en la figura 12, tanto en el carril C I como en el carril C II,
se visualizan dos bandas que oscilan entre los 250 — 500 pb., que corresponde a las
muestras humanas H4 y H6, respectivamente. En los carriles CIII y CIV se observan

que las muestras H3 y HS son negativas.
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Figura 12
Gel de Agarosa (1 %) donde se muestran el resultado de la prueba de PCR de cuatro muestras
de sangre humana utilizando el cebador especifico de Ricketfsia. En el carril de la derecha se
encuentran los estindares de peso.

5.- Reaccibn em cadena de la polimerasa utilizando cebadores que
amplifican del gen de la proteina 16s de Ehrlichia canis y Anaplasma platys, en
muestras provenientes de sangre humana,

En la figura 13, se sembraron los productos de PCR correspondientes a H3 y
H4 a los cuales se les realizo 1a prueba con los cebadores especificos a Ehrlichia
canis y Anaplasma platys. En CII se sembro el producto correspondiente a H3 con el
cebador especifico a Ehrlichia canis, en CIII a H3 pero con el cebador especifico a
Anaplasma platys, en CVI H4 con el cebador especifico a Ehrlichia canis y en CVII a
H4 con el cebador especifico a Anaplasma platys. Se puede observar que de todas las
muestras, solo H4 pudiera ser positiva a Ehrlichia canis, debido a que en el gel
aparece amplificado un fragmento que estd alrededor de los 260 pb.
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Figura 13
Gel de Agarosa (1 %) donde se muestran el resultado de la prueba de PCR de dos muestras de

sangre humana utilizando el cebador especifico de Ehrlichia canis y Anaplasma platys. En el
carril CII el cebador especifico a Ehrlichia canis para H3, CIV el cebador especifico a Anaplasma
platys para H3, CVI el cebador especifico a Ehrlichia canis para H4 y CVII el cebador especifico a
Ehrlichia canis para H4. En el carril de ja derecha se encuentran los estindares de peso.

En la figura 14, en CI se sembro el producto de PCR correspondientes a H6
al cual se le realizo la prueba con el cebador especificos de Ehrlichia canis. Se puede
observar que la muestra, resulté aparentemente positiva a Ehrlichia canis, debido a
que en el gel aparece amplificado un fragmento que esta alrededor de los 520 pb.
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Figura 14
Gel de Agarosa (1 %) donde se muestran el resultado de la prueba de PCR de una muestra de

sangre humana utilizando el cebador especifico de Ehrlichia canis. En el carril de Ia derecha se
encuentran los estindares de peso.

Comparando los dos geles, anteriormente presentados, se puede observar
que las bandas no son las mismas, por lo que se pudiese pensar que estamos en
presencia de dos especies diferentes de Ehrlichia o alguna otra bacteria proxima,
desde el punto de vista taxonoémico o alguna variedad de E. canis no descrita hasta
ahora. Obviamente, también existe la posibilidad que esta amplificacion mostrada sea
algo totalmente inespecifico. Ante esto, es importante destacar que éstas son las
primeras pruebas con sangre humana que se estan realizando en el pais, y por ello, no
se tienen muestras controles negativas ni positivas de seres humanos, las cuales
permitirian dilucidar esta dos posibilidades.

A continuacion se presenta un cuadro resumen con los datos de los 6
humanos muestreados, indicando el N° asignado, y los resultados de la prueba de
PCR obtenidos a lo largo del proceso investigativo.




Tabla 4
Resumen de los resultados obtenidos con los humanos estudiados
PCR
NO
Rickettsia sp.  Ehrlichia canis ~ Anaplasma platys

H1 Negativo

H2 Negativo

H3 Negativo

H4 Positivo Positivo Negativo

H5 Negativo

H6 Positivo Positivo Negativo

En la tabla 4, se puede observar, que de los 6 humanos muestreados, dos de
ellos resultaron positivos a la prueba de PCR utilizando el cebador de Rickettsia, y
que de ellos, dos son positivos a Ehrlichia canis, y ninguno es positivo a Anaplasma
platys.

Los resultados expuestos anteriormente muestran que las bandas de ADN
correspondientes a Rickettsia, coinciden con lo estipulado por Parola y col. (2000), el
cual define que la banda amplificada correspondiente a Rickettsia sp., debe contener
345 pb.

Por otra parte, estudios realizados en nuestro laboratorios, (Nuiiez y col.
2003) indican que los fragmentos correspondientes a Fhrlichia canis, oscilan entre
los 1000 y 1250 pb. (1100 pb.). Esto coincide con lo descrito anteriormente, ya que
como se pudo observar con el canino C22, que resultd positivo a E. canis, no solo
porque los cebadores correspondientes a dicha bacteria lograron amplificar un
fragmento especifico, sino que también por el peso molecular del fragmento del gen
amplificado.

Con respecto a Anaplasma platys ITnokuma y col. (2000), indica que los
fragmentos correspondientes a la amplificacion del gen 16S ribosomal de dicha
bacteria es de 678 — 679 pb. En éste trabajo, se pudo constatar que efectivamente, el

fragmento amplificado es 678 — 679 pb., coincidiendo por lo indicado por Inokuma y
col. (2000).
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Con los resultados obtenidos anteriormente, se puede evidenciar, una
diferencia importante entre los diagnosticos por PCR versus diagnostico de frotis de
capa blanca. Quizas esto se deba a que el frotis es una prueba subjetiva que demanda
un alto entrenamiento por parte de quien la ejecuta pudiendo conllevar facilmente al
diagnostico de falsos positivos. Por otra parte, es posible que debido a la presencia
del ADN total con mayor cantidad del ADN del mismo mamifero, pudiera interferir
en la prueba de PCR para la deteccion de las Ehrlichia y/o Anaplasma originando
falsos negativos.

Por ultimo, es importante destacar que, independientemente que fuese una
técnica u otra, al obtener falsos positivos o falsos negativos se incurre en un error
desde el punto de vista clinico, que puede conllevar a graves problemas a las
comunidades, no solamente canina, sino también humanas, debido a la mala
utilizacion de tratamientos innecesarios o el empeoramiento de un paciente ( canino o

humano) por falta de las terapéutica requeridas.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

Este trabajo pionero en Venezuela sobre la deteccion de las Ehrlichias y/o
Anaplasma utilizando la técnica de PCR, nos ha permitido establecer este método
como una prueba de diagnostico y ademas de ello, también nos ha permitido realizar
el diagnostico diferencial entre ambos microorganismos. Debe destacarse que si bien
es cierto, ya se habian realizado en el exterior este tipo de pruebas en perros y
humanos de Venezuela, esta es la primera vez que se estandariza la técnica para ser
ejecutada en nuestro pais.

La presente investigacion demostré que el PCR fue capaz de detectar 12,5
% de caninos positivos a alguna de estas dos Rickettsias, y de éstos el 75 %
presentaba Anaplasma platys y el 25 % Ehrlichia canis.

Una de los posibles inconvenientes que presenta esta prueba, es que es
realizada sobre ADN total extraido a partir de sangre del paciente sospechoso y
quizas debido a la gran cantidad de ADN provente del mamifero (ADN de leucocitos
principalmente) que contienen las muestras, resulta dificil amplificar un fragmento de
alguna de estas Rickeftsias en una prueba de PCR, lo que ocasiona una posible
disminucion de la sensibilidad de la técnica. Es por ello que se recomienda una
prueba de PCR doble o Nested-PCR, el cual aumentaria la sensibilidad, debido a la
doble amplificacion del fragmento de un gen.

Ahora bien, para el caso de los humanos, se obtuvo que del total de los
casos estudiados, el 33,33 % resultd ser positivo a Rickettsia y de éstos el 100 %
pudiese presentar Ehrlichia canis, pero al no disponer de controles positivos para las
pruebas en dichas muestras, no es posible dar un resultado veraz, por ello es preciso
realizar un proceso de secuenciacion de los fragmentos del gen de la proteina
amplificada, para asi determinar si se trata del microorganismo a estudiarse o de
algun otro, que no se haya descrito anteriormente. Esto pudiera explicar el tamafio

diferente a lo esperado en los humanos, asi como también en el caso que fuera una
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amplificacion inespecifica, al obtener la secuencia se pudiera conocer por
interrogacion en bases de datos de nucleotidos, cual es el fragmento amplificado con
exactitud.

Es importante destaca que el estudio sobre diagnostico de estas
enfermedades en franco ascenso epidemiologico en Venezuela y el mundo, es

fundamental para su tratamiento, estudio y control.
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