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RESUMEN
El presente estudio fue disefiado y ejecutado para determinar la presencia de Ehrlichia canis en
perros con sintomatologia y sin sintomatologia provenientes del cantén Huaquillas, Ecuador a
través de técnicas de diagndstico molecular y epidemioldgico. Para esto, se trabajé con dos
grupos de estudio: el Grupo A, que consistid en 30 perros con anticuerpos positivos para E.
canis detectados por la prueba de inmunocromatografica especifica, y en el Grupo B: se
incluyeron 30 perros con infeccion asintomatica de E. canis, pero con factores de riesgo
presentes, como antecedente reciente de picadura de garrapata o diagndstico previo de

ehrlichiosis.

La deteccién molecular, especialmente la PCR, se utiliza principalmente en situaciones donde
el diagndstico clinico es incierto o cuando el tratamiento debe iniciarse rapidamente, dada la
posibilidad de complicaciones graves como dafio a 6rganos internos, hemorragias o problemas

neurolégicos.

Las herramientas para deteccién molecular son técnicas que permiten identificar material
genético especifico de patdgenos. Las principales herramientas son: 1. PCR (Reaccion en
cadena de la polimerasa): Amplifica secuencias especificas de ADN, permitiendo la deteccién

de patdgenos a partir de muestras bioldgicas. Es ampliamente utilizado por su alta sensibilidad.

Este estudio se centra en la detecciébn molecular por medio de la amplificacion del ADN,
utilizando cebadores especificos o Primers, para pruebas de PCR de punto final donde las
variables de raza, sexo, carga parasitaria y edad, fueron objeto de analisis para identificar la
presencia del patdgeno en ambos grupos e identificar si existe algin razonamiento entre ellas y

el contagio.

Palabras clave: Ehrlichia canis, PCR, diagnéstico molecular, factores de riesgo.



ABSTRACT

The present study was designed and executed to determine the presence of Ehrlichia canis in
dogs with and without symptoms from the Huaquillas canton, Ecuador, using molecular and
epidemiological diagnostic techniques. To do this, we worked with two study groups: Group
A, which consisted of 30 dogs with positive antibodies for E. canis detected by the specific
immunochromatographic test, and Group B, which included 30 dogs with asymptomatic E.
canis infection but with present risk factors, such as a recent history of tick bite or previous
diagnosis of ehrlichiosis.

Molecular detection, especially PCR, is mainly used in situations where the clinical diagnosis
is uncertain or when treatment must be initiated rapidly, given the possibility of serious
complications such as damage to internal organs, bleeding or neurological problems.
Molecular detection tools are techniques that allow the identification of specific genetic
material of pathogens. The main tools are: 1. PCR (Polymerase chain reaction): Amplifies
specific DNA sequences, allowing the detection of pathogens from biological samples. It is
widely used due to its high sensitivity.

Molecular detection tools are techniques that allow the identification of specific genetic
material from pathogens. This study focuses on molecular detection by means of DNA
amplification, using specific primers or Primers, for end-point PCR tests where the variables of
race, sex, parasitic load and age were analyzed to identify the presence of the pathogen in both
groups and to identify if there is any reasoning between them and contagion. us. The main tools
are: 1. PCR (Polymerase chain reaction): Amplifies specific DNA sequences, allowing the

detection of pathogens from biological samples. It is widely used for its high sensitivity.

Keywords: Ehrlichia canis, PCR, molecular diagnosis, risk factors
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INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por garrapatas representan un serio problema de salud
para los perros en las areas tropicales y subtropicales, dado que los factores ambientales en
estos lugares propician la proliferacion de los vectores. En medicina veterinaria, una de las mas
significativas es la Ehrlichiosis canina, una infeccidn intracelular ocasionada por Ehrlichia canis
que infecta principalmente los leucocitos. Esta enfermedad puede variar de manifestaciones
asintomaticas a cuadros graves y llegar a ser letal en ausencia de tratamiento. Asimismo, la
manifestacion de la enfermedad es muy variable, por lo que algunos perros infectados seguiran
siendo asintomaticos, lo que facilita su periodo de latencia y la dispersion de la enfermedad. En
Ecuador, la ehrlichiosis canina ha sido reportada en varias regiones, por otro lado, en el canton
Huaquillas que, al ser un canton de clima célido, y alta presencia del vector Rhipicephalus
sanguineus, el cual hace lo mismo con E. canis.

Con todo, el impacto de la ehrlichiosis canina estd poco documentado y no se ha
investigado en perros sintométicos y asintomaticos en esta area. Por lo tanto, la epidemiologia
y la vigilancia son fundamentales en la comprension de la progresion de la enfermedad y el
desarrollo de medidas integrales para su prevencion. Es crucial detectar la enfermedad antes de
la aparicion de los sintomas.

Por lo cual la deteccion molecular es una técnica fundamental en la microbiologia moderna que
permite identificar patdgenos de manera precisa y especifica a traves del anlisis de su material
genético. Esta metodologia ha revolucionado la forma en que se diagnostican diversas
enfermedades, permitiendo la deteccion temprana y el seguimiento de infecciones incluso
cuando los sintomas clinicos no son visibles, en estado subclinico y con factores de riesgo
asociados como a la exposicién a garrapatas y la historia clinicas de los pacientes y las

infecciones presentes.



Los cebadores especificos (también conocidos como primers) son secuencias cortas de ADN o
ARN que se utilizan en técnicas de amplificacion molecular, como la Reaccién en Cadena de
la Polimerasa (PCR), para iniciar la sintesis de una secuencia de ADN especifica que esta
presente en el patdgeno o la muestra de interés. En el contexto de la deteccién molecular, los
cebadores son herramientas fundamentales para asegurar que la amplificacién se dirija
Unicamente a la region deseada del genoma del patdgeno 16S rRNA de E. canis, lo que permite

su identificacion precisa.

Objetivo General:

e Determinar la presencia molecular de Ehrlichia canis en perros sintomaticos y
asintomaticos con factores de riesgo asociados en la ciudad de Huaquillas, Ecuador,
con el fin de establecer su prevalencia y su relacion con las condiciones clinicas y

ambientales de los animales afectados.

Objetivos Especificos:

Identificar la prevalencia molecular de Ehrlichia canis en perros sintomaticos y

asintomaticos mediante la prueba de PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa).

Determinar los factores de riesgo asociados a la infeccion por Ehrlichia canis,
considerando la presencia de vectores, las condiciones ambientales y el historial

médico de los perros del cantén Huaquillas.

Comparar las manifestaciones clinicas observadas en perros infectados sintomaticos

con las condiciones de perros asintomaticos.

Proponer medidas de prevencion y control basadas en los resultados obtenidos,

orientadas a disminuir la incidencia de Ehrlichia canis en el canton Huaquillas.



CAPITULO 1. MARCO TEORICO.

1.1 Ehrlichia canis y la Ehrlichiosis Canina

La Ehrlichia canis es un patdgeno intracelular obligado, miembro del género Ehrlichia
en la familia Anaplasmataceae que da origen a la ehrlichiosis canina. E. canis se distribuye en
todo el mundo y su principal vehiculo de transmisién son las garrapatas, particularmente
Rhipicephalus sanguineus, la garrapata marrén del perro, que es el vector bioldgico. E. canis
infecta a los leucocitos del perro, donde se replica produce una gran variedad de signos clinicos,
que varian de leves a severos. Los signos iniciales a menudo aparecen dentro de una a dos
semanas después de la exposicion sexual, incluida la fiebre, anorexia y linfadenopatia. E. Canis
puede causar eritema, asi como varios grados de alteraciones de la conciencia que van desde el
letargo hasta el coma. Ocasionalmente se ven dafios en el higado, los rifiones y el sistema
nervioso central (1). EMC es una enfermedad infecciosa que afecta a perros domésticos y
especies silvestres; tiene distribucion mundial, pero esta muy extendida en areas tropicales y
subtropicales (2).

La infeccién provocada por E. canis es incierta en términos generales, y tanto su
gravedad como su progresion no estan desarrolladas. Del mismo modo, la enfermedad es para
la mayoria de las infecciones subclinica asintomatica; algunas de ellas presentan progresion de
los signos y sintomas desde la forma aguda hasta la cronica, y varias de las mortales siguen
dedicandose a no hacer seguimiento. Es, por lo tanto, critico que se haga una identificacion,
dado que varias de estas complicaciones tienen medios adicionales y, posteriormente,
pronostico.

La infeccion por E. canis puede ocurrir en tres fases clinicas: aguda, subclinica y
cronica. Los signos clinicos de la fase aguda incluyen fiebre, linfadenopatias, anorexia y
letargia. En la fase subclinica, el microorganismo puede permanecer en el hospedero sin causar

signos evidentes. Finalmente, si las infecciones no se tratan, estas pueden ser cronicas; la



trombocitopenia, la anemia y variadas otras anormalidades hematoldgicas son frecuentes signos
significativos de la enfermedad acerca de las alteraciones cronicas severas (3).
1.2 Agente etioldgico

La garrapata marrén del perro, Rhipicephalus sanguineus, es un ectoparasito
cosmopolita que se destaca por su capacidad para transmitir diversos patégenos que afectan a
los perros, entre los cuales se encuentran Ehrlichia canis, el agente etioldgico de la ehrlichiosis
canina, y Babesia canis, el protozoo responsable de la babesiosis canina. R. sanguineus es
cosmopolita y, ademas, se empareja con estilos de vida humanos con los que se ha adaptado
con notable éxito. La especie habita el interior de las construcciones humanas, desde cuya
geotermia y humedad logro subsistir y mantener sus actividades de vida durante todo el afio,
incluso en areas de clima templado. (4)

1.3 Historia y evolucion de Ehrlichia Canis

La primera identificacion de Ehrlichia canis se remonta a 1935. Los investigadores
Donatien y Lestoquard, en el Instituto Pasteur de Argelia, describieron los sintomas de fiebre y
anemia de un perro enfermo infectado por garrapatas; la naturaleza de la bacteria se describio
al observar células sanguineas de perros enfermos y dos microorganismos se encuentran dentro
de los monocitos, pero por error se asociaron inicialmente con especies de Rickettsia (5).

En 1945, el bacteridlogo aleman Paul Ehrlich renombré el agente patégeno como
Ehrlichia canis en honor a €l y a su contribucion al estudio de las enfermedades infecciosas.
Desde esta fecha, la enfermedad fue reconocida como la causa de lo que habia sido referido
hasta entonces como “tifus canino”. Mas tarde conocido, especificamente, como ehrlichiosis
canina, una patologia causada por la bacteria Ehrlichia canis que es transmitida por garrapatas
y que en su mayoria afecta a los perros (6).

E. canis se reporto en diferentes areas del mundo durante los proximos decenios. Se

habia mencionado en Africa e India y se habia probado como patologia hasta los Estados



Unidos y, mas actualmente, en naciones como Chile (7). Los signos clinicos de la enfermedad
resultaron ser fiebre, una enfermedad de leve gravedad y algunos signos asociados, como
anorexia y secrecion nasal.

Un caso clinico fue reportado en 2012, ubicado en Arica, Chile, presentando un
significado clinico de E. canis. Los autores refirieron un caso clinico de una perra mestiza
siberiana, que sufrié una enfermedad grave, junto al desarrollo de hematomas y sangrado oral
después de un periodo corto (8). Después de una disminucion significativa en el recuento
plaquetario, el diagnéstico molecular se confirmé por PCR. La pertinencia de las técnicas
moleculares en la deteccion de E. canis se relaciona con la deteccidn de patologias, como se
describe en este paciente.

Hasta el momento, el E. canis es un patdgeno disciplinario en la medicina veterinaria y
la identificacion es indispensable para eludir complicaciones graves. Adicionalmente, la
prevencion sigue siendo fundamental para el trabajo, a pesar del progreso significativo en el
presente. Evidentemente, el seguimiento implica el dominio del control, el entorno y el instinto
para acciones preventivas, como la higiene (9).

1.4 Taxonomia

Ehrlichia y Anaplasma son dos géneros de una familia de bacterias llamada
Anaplasmataceae. La anterior estaba custodiada en la familia Rickettsiaceae y la posterior en
Anaplasmataceae, ambos grupos formas de un tipo de bacterias conocidas como Rickettsiales.
No obstante, a medida que paso el tiempo y la ciencia progresa y surgen nuevos campos de
estudio como el andlisis de secuencias genéticas, se hall6 que Ehrlichia y Anaplasma
compartian mas caracteristicas de las que se pensaba inicialmente. Como resultado, sus
clasificaciones familiares se reorganizaron para incluir a Ehrlichia y Anaplasma en la misma

familia, con otros géneros, Neorickettsia y Wolbachia. (10, 11).



Las especies de Ehrlichia se clasifican en tres grupos principales, segun el tipo de células que
afectan. Uno de estos grupos es el genogrupo E.
Tabla 1

Especies de Ehrlichia

: : Enfermedades .
Genogrupo  Especies Incluidas : Huésped Afectado
Asociadas
E. canis, E. o
Genogrupo E. ) Ehrlichiosis en
_ chaffeensis, E. Perros y humanos
canis o perros y humanos
ewingii
) Ehrlichiosis
Genogrupo E. E. phagocytophila, . Perros, humanos y
n vonhila E A olat Granulocitica | ;
agocytophila E. equi, A. platys aquetas
phagocytop q platy Humana (HGE) plaq
Enfermedades ]
Genogrupo E. E. sennetsu, E. Animales
o ) menos comunes o
senetsu resticii, E. bovis (principalmente perros)

pero importantes

1.5 Ciclo bioldgico de Ehrlichia canis

El ciclo bioldgico de E. canis implica tanto al vector como al hospedador. La bacteria
se replica dentro de las células mononucleares del hospedador infectado se pueden producir
estados de infeccion crdnica. Al alimentarse de un hospedador, las garrapatas infectadas liberan
saliva infectada en el torrente sanguineo del hospedador, transmitiendo el patégeno durante un
festin. De esta manera, se mantiene la presencia del patdgeno en areas endémicas para el vector
en un ciclo interminable (12).
1.6 Manifestaciones clinicas de la ehrlichiosis

La ehrlichiosis canina se divide en tres fases principales:

La ehrlichiosis canina se divide en tres fases principales:



e Fase aguda: ocurre entre 1 y 3 semanas después de que el perro ha sido infectado.
Los sintomas mas comunes que se dan en este periodo son fiebre, letargia,
linfadenopatia, y epistaxis presentada mas comunmente en perros jovenes (13).

e Fase subclinica: la fase siguiente es la latente. Los perros parecen estar sin sintomas,
pero el patégeno sigue agravando en el cuerpo del animal (14).

e Fase cronica: anemia, trombocitopenia severa infecciones secundarias, y, en casos
graves multiorganicos (15).

1.7 Diagndstico Molecular de Ehrlichia canis

El diagndstico de E. canis ha sido tradicionalmente clinico y ha consistido en observar
los signos clinicos y varios cambios en el hemograma. Si bien es posible, la técnica de
laboratorio no permite verificar las indicaciones clinicas y el cuadro hemograma en varios
casos, especialmente en la enfermedad asintomatica o en una etapa temprana de su desarrollo.
Uno de los enfoques sujetos al diagndstico actual y especifico es la deteccion molecular. (16),
la reaccion en cadena de la polimerasa ha demostrado ser un método sensible y especifico para
la identificacion del ADN patdgeno en muestras bioldgicas. La ventaja de este método es la
capacidad de buscar directamente el patbgeno en sangre, que, respectivamente, le permite
establecer de manera confiable el diagnostico en un animal asintomatico o diminuto.

La PCR de punto final es una de las técnicas mas utilizadas. Consiste en utilizar
cebadores especificos que actlan sobre secuencias genéticas del patdgeno que permiten la
amplificacion. Por esta razdn, es posible detectar cantidades bajas de ADN bacteriano o libre
de otros microorganismos. La alta sensibilidad y especificidad de esta técnica facilitan detectar
la presencia del agente infeccioso. El diagndstico es muy preciso y mejora la evaluacion en

poblaciones caninas. (17)



1.8 Factores de Riesgo Asociados con Ehrlichia canis

Varios factores de riesgo pueden contribuir a la adquisicion de Ehrlichia canis. La
exposicion a garrapatas infectadas, la falta de prevencion a través de antiparasitarios y la
presencia de condiciones inmunoldgicas predisponentes son los mas relevantes. El contacto
frecuente con areas rurales o boscosas donde las garrapatas son comunes aumenta el riesgo de
infeccion (18). Asimismo, perros que han sido tratados previamente por hemoparasitosis o que
han sido diagnosticados recientemente con ehrlichiosis son mas susceptibles a reinfecciones o
a la progresion de la enfermedad a estados cronicos.

No obstante, la carga parasitaria de garrapatas y otros hemoparasitos también
desempefia una funcion critica en la transmision de E. canis. En este sentido, las garrapatas son
los vectores clave de esta bacteria, ya que pueden contaminar la sangre del perro con E. canis
durante su alimentacion. Sea recientemente 0 en un pasado corto, la presencia de garrapatas
también representa un signo esencial para identificar a los perros en peligro (19).

1.9 Impacto en la Salud Publica y Bienestar Animal

Ademas, la ehrlichiosis canina es significativa en términos de su impacto en la salud
publica. Aunque Ehrlichia canis no es una bacteria zoonética directa, la presencia de garrapatas
infectadas plantea un riesgo de infeccidn del mismo tipo de personas, particularmente en areas
endemicidad de la enfermedad. Por lo tanto, es critico para asegurarse de que el manejo de
perros infectados sea apropiado no solo para proteger su bienestar, reducir el riesgo de
complicaciones que podrian comprometer la calidad de su vida, sino también para el riesgo

reducido de exposicion a la infeccion en los seres humanos a través del vector infectado (20).



CAPITULO 2. METODOLOGIA.
2.1 TIPO DE ESTUDIO.

La investigacion se basa en un disefio observacional y descriptivo transversal con un
enfogue cuantitativo.
2.2 PARADIGMA.

El paradigma de este estudio es positivista 16gico porque se incluyen métodos de
observacion no experimental siendo un tipo de estudio descriptivo.
2.3 UBICACION.

Huaquillas es un cantdn situado al suroeste de la provincia de El Oro, en Ecuador.
Limita al norte con el cantdn Arenillas, al este con el canton Las Lajas, al sur con la frontera
internacional con Peru y al oeste con el Océano Pacifico. El cant6n es reconocido por ser un
area de trafico y comercio internacional, como consecuencia de que la entrada y salida de
mayoristas y minoristas nacionales e internacionales transitan a través de sus amplias vias de

acceso.

2.4 POBLACION Y SELECCION DE LA MUESTRA.

Para esta investigacion se utilizé un total de 60 animales (n=60), de los cuales 30
presentaron sintomatologia referente a la enfermedad E canis. Todos los animales pasaron por
la aplicacion de un test de inmunocromatogréafica (IC). Las muestras que dieron positivo al IC
fueron sometidas a estudio de PCR en un solo paso siguiendo la metodologia de Vasquez
(2024), con modificaciones. Asi mismo se analizaron por medio de PCR 30 animales sin
presentacion clinica de Ehrlichiosis pero que presentaban dos patrones de inclusion. EI primer
patron de inclusion que presenten una carga considerable de garrapatas y el segundo que hayan

pasado los ltimos 8 meses por un diagnostico presuntivo y confirmado de Ehrlichiosis canina.



2.4.1 Criterios de exclusion.
e Pacientes que no pertenecen al canton Huaquillas.
2.4.2 Criterios de inclusion.

e Grupo 1: Pacientes con sintomatologia compatible a E. canis mas IC positivo.
e Grupo 2: Pacientes sin sintomatologia y que presente carga moderada o alta de
garrapatas con historial de haber tenido diagndstico confirmado y/o presuntivo de

Ehrlichiosis canina los tltimos 8 meses.

2.5 MATERIALES.
Recursos de materiales para el estudio.

e Tubos EDTA.

e Termociclador.

e Tubos conicos para molecular 1.5 — 0,2 ml.

e Puntas con filtro para pipeta de 20 - 200.

e Pipetas.

e Guantes.

e Quick DNA microprep (50 preps).

e Marcador de peso molecular.

e Cebadores especificos.

e Taq de polimerasa.

e Gel Agarosa.

e dNTPS.
2.6 INMUNOCROMATOGRAFIA.

La poblacién de este estudio de esta investigacion fue tomada de pacientes que llegaron

a consulta en el canton Huaquillas, los mismo que presentaron sintomatologia clinica

compatible a Ehrlichiosis. Las muestras sanguineas fueron obtenidas de la vena cefélica, tras la



desinfeccion del area y colocadas en un tubo de 1 ml de EDTA, posteriormente se aplico el test
de inmunocromatogréafica (SensPERT Anaplasma/Ehrlichia canis AB Combo Test Kit, de la
casa comercial Disprovef y desarrollado por BioNote, Inc., Corea del Sur).

La muestra se colocd segun las indicaciones del inserto en la prueba del dispositivo de
prueba. Manipulé el reactivo de desarrollo en el pozo en cuestion segun las instrucciones del
Kit. Se dejo el test en reposo durante 10 minutos para permitir que la muestra y los reactivos
reaccionaran adecuadamente. Se observaron las lineas formadas en la ventana de resultados del
dispositivo para realizar la interpretacion del test.

Los resultados fueron los siguientes:

e Heartworm: Negativo; solo linea de control visible.
e Anaplasma: Negativo; solo linea de control visible.
e E. canis: Positivo; se ven lineas de control y prueba.
e Lyme Ab: Negativo; solo linea de control visible.

El test utiliz6 el antigeno respectivo para Ehrlichia canis que pudo ser detectado en la
muestra observada. Como la respuesta fue positiva para E. canis, es recomendable acudir al
veterinario para determinar el diagndstico y tratamiento adecuado.

Figura 1

Diagnostico de Ehrlichia canis en perros mediante test rapido




2.7 EXTRACCION DE ADN.

Para la realizacion de la prueba, se siguieron los pasos contemplados en el estuche del
kit diagnostico (Quick-DNA Microprep Kit de Zymo Research), desde la colocacion de la
muestra en el dispositivo hasta la adicion del reactivo de desarrollo en el pozo destinado para
ello. Luego, se dejo la prueba en stand by durante 10 minutos para que las condiciones de
reaccién entre los reactivos y la muestra fueran las adecuadas. Pasado este tiempo, las lineas en
la ventana de resultados mostraron de manera clara y concisa el diagndstico que permitio una
facil interpretacion del mismo.

En relacion con la seguridad biolégica en torno a la preparacion de las muestras
necesarias, se aseguro el uso de pipetas estériles y la preparacion en un ambiente apropiado para
mantener las condiciones asépticas. Luego, homogeneizamos la muestra y agregamos extracto
de muestra homogeneizada, 95 pul de Lysis Buffer y 5 ul de Proteinase K. Posteriormente,
incubamos a 55° C durante 10-20 minutos para asegurar la lisis completa de las células y la
digestion de la proteina. Se le agrega 350 ul de BindingBuffer al eluido, luego se transfirié la
mezcla a una columna de centrifugacién insertada en un tubo de recoleccion y centrifugar a
12,000 x g durante 1 minuto. Luego se lavd el ADN agregando 200 ul de Wash Buffer a la
columna 'y centrifugar a 12,000 x g por 1 minuto; luego centrifugar a 12,000 x g por 1 minuto
y repitieron este paso con otros 200 pl de Wash Buffer y centrifugaron en cada caso; luego
centrifugar a 12,000 x g por 2 minutos para eliminar cualquier residuo del buffer de lavado.
Para la elucién del ADN, coloco la columna de centrifugacion en un nuevo y limpio tubo de
recoleccion y agregamos 10 - 50 ul de tampén de elucion directamente a la matriz de la
columna, e incubar a temperatura ambiente (18 - 25°C) durante 1 minuto. Posteriormente, se
centrifugd a 12,000 x g durante 1 minuto para eluir el ADN purificado. Finalmente,

almacenamos el ADN purificado a -20° C para su almacenamiento a largo plazo. Se consigui6



una cantidad adecuada de ADN, en el rango de 10 -50 pl, que a su vez se almacené a -20°C
antes de ser utilizado para realizar las pruebas rapidas de diagndstico de E. canis.
2.8 DETECCION MOLECULAR DEL ADN DE E. canis.
Para determinar la presencia de E. canis, se llevd a cabo un ensayo de PCR dirigido al gen
16S rRNA de E. canis utilizando pares especificos de cebadores en cada muestra de sangre.

e Forward CANIS 5'-CAA-TTA-TTT-ATA-GCC-TCT-GGC-TAT AGG-A-3'

e Reverse GAIUR 5-GAG-TTT-GCC-GGG-ACT-TCT-TCT-3"

La reaccion de PCR se llevo a cabo en un volumen de reaccion de 25 pl. La mezcla
maestra de PCR contuvo 1 pl de cada cebador (10 pmol/ul), MgCI2 1,5 ul, dNTPS 0,5 ul,
Buffer 10x 2,5 ul, 0,5 pl de Taqg polimerasa y 13 ul de agua sin ADNasa. Finalmente, se anadio
5,0 ul de plantilla de ADN.

El procedimiento de ciclo térmico fue; un ciclo de cinco minutos a 95 °C, 40 ciclos de
30 Segundos a 95 °C, 30 Segundos a 62 °C, un minuto a 72 °C y ciclo final de cinco minutos a

72 °C.



Tabla 2

Los productos de PCR amplificados se visualizaron en gel de agarosa al 2 %.

Componente Volumen (uL)
Buffer 10X 2,5
MgClz (50 mM) 15
dNTPs (10 mM) 0,5
Primer Forward (10 uM) 1
Primer Reverse (10 uM) 1
ADN molde 50
Taq polimerasa (5 U/uL) 0,5
Agua libre de nucleasas 13
Total 25

El resultado del amplificado en las muestras que dieron 409 pb (POSITIVAS), En la PCR,
después de que se ha realizado la amplificacién, el producto de la reaccién se puede analizar
mediante electroforesis en gel de agarosa al 2%, que separa los fragmentos de ADN por su
tamafo. Los resultados pueden interpretarse observando la presencia o ausencia de bandas en

el gel.



CAPITULO 3 RESULTADOS

Para esta investigacion se utilizoO una muestra de 60 animales (n=60) con y sin
sintomatologia referente positiva a la enfermedad Ehrlichia canis. De los cuales se realiz6 un
test de inmunocromatografica dando como resultado 30 animales positivos. A estos animales
positivos se sometieron a una prueba de PCR, dando positivo 5 muestras. De total de muestras
sin sintomatologia (n =30), una sola de ellas dio positivo a PCR de punto final.

Prevalencia en sintomaticos
3.1 Prevalencia en perros sintomaticos

De un total de 30 muestras de perros sintomaticos, el 16,7% fueron positivas para
Ehrlichia canis mediante la prueba de PCR. Esto sugiere que, aunque los perros presentan
sintomas compatibles con ehrlichiosis, el diagndstico molecular confirma la infeccion en una
proporcidn limitada, lo que podria indicar una posible subestimacion de la prevalencia basada
Unicamente en los signos clinicos.

3.2 Prevalencia en asintomaticos

De las 30 muestras analizadas de perros asintomaticos con factores de riesgo, el 3,0%
fueron positivas. Esto resalta que los perros asintomaticos con exposicion previa o factores de
riesgo (como picaduras de garrapatas) pueden representar una fuente significativa de infeccion
subclinica.

Estos datos evidencian la necesidad de estrategias de diagndstico molecular para
detectar infecciones subclinicas, especialmente en grupos de riesgo, ya que los asintomaticos

muestran una prevalencia considerablemente mayor que los sintomaticos.



Figura 2

Grafico de porcentajes de los resultado de PCR, punto final
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3.3 Anélisis por raza:

La deteccion de Ehrlichia canis varia significativamente segun la raza de los perros
analizados:
En la raza French, el 50,0% de las muestras resultaron positivas, siendo la raza con mayor
prevalencia confirmada, en los Chihuahua, el 40,0% de las muestras fueron positivas,
mostrando una alta incidencia en esta raza, ademas en los Bulldog Francés, el 25,0% de las
muestras resultaron positivas, en lo que respecta a los animales Mestizos, solo el 14,3%
resultaron positivos, a pesar de ser numerosos en la muestra, finalmente, otras razas como
(American Bully, Doberman, Pitbull, Rottweiler, Sharpei) mostraron 0,0% de deteccién, lo que

puede deberse a un tamafio de muestra limitado.



Al comparar los grupos se observé la prevalencia mas alta en sintomaticos, esto sugiere
que los perros con sintomas evidentes pueden ser portadores importantes del patdgeno, lo que
implica un riesgo de transmision subclinica. La importancia del diagnéstico molecular PCR nos
permitié identificar infecciones que no son evidentes mediante la observacion clinica,

subrayando la relevancia de esta herramienta en programas de vigilancia activa.



CAPITULO 4 DISCUSION.

Los resultados de este estudio demuestran una prevalencia molecular del 16,7% entre los perros
sintomaticos y del 3,0% entre los perros asintomaticos, pero con factores de riesgo. Este hecho
subraya la importancia del diagnéstico molecular basado en PCR para permitir la deteccién
temprana y precisa de este patdgeno, incluso en la totalidad de los animales que no presentan
signos clinicos obvios. Igualmente, estudios anteriores han demostrado la importancia de la
PCR para una identificacion precisa de Ehrlichia canis en perros, en particular entre los perros
infectados con infecciones subclinicas. Por ejemplo, Mota et al, 2015, informaron de su
prevalencia baja entre los perros sintomaticos, lo que corrobora los datos de nuestro estudio, v,
por lo tanto, destacaron esa limitacion de solo diagnosticar basandose en observacién clinica.
La menor prevalencia en los perros sintomaticos podria explicarse por diagnésticos erréneos
realizados a partir inicamente de los signos clinicos, lo que resalta la necesidad de herramientas
moleculares para verificar las infecciones sospechadas. Este resultado se ajusta a los resultados
en Brasil, donde Ferreira et al. (2012) encontraron que muchos de los perros sintomaticos no
fueron confirmados molecularmente, lo que implica que otros factores, como las infecciones
concomitantes, pueden complicar el diagnostico. (Ferreira et al., 2012).

En contraste, la alta prevalencia de esta infeccion en perros clinicamente asintomaticos, 3.0%,
sugiere que los animales acttan como reservorios del patégeno, perpetuandolo en su ambiente.
La evidencia directa de este fendbmeno es proporcionada por un estudio realizado por Corbellini
et al. (2017) Quienes informaron una alta prevalencia de E. canis en perros asintomaticos en
Argentina. Estos hallazgos demuestran que el patdgeno puede permanecer latente en aparentes
animales “sanos”. El estudio realizado por Osorio et al. (2016) también ha demostrado que los
perros asintomaticos que presentan exposicion a los factores de riesgo fueron importantes

reservorios para la infeccion en Perd.



En este estudio, el analisis de las razas de perros muestra prevalencias altas en las razas
pequefias de French y Chihuahua, con el 50% vy el 40%, respectivamente. Esto puede estar
relacionado con varios factores, incluido el mayor contacto con el medio ambiente humano, lo
gue aumenta la exposicion a las garrapatas, y posiblemente a una mayor susceptibilidad
genética o inmunoldgica a Ehrlichia canis. De hecho, un estudio de abastecido en Brasil
realizado por Mota et al. (2015). También encontré una mayor proporcién de las pequefias
razas, sugiriendo que la cercania a los humanos y las condiciones de vida estan influyendo en

una mayor exposicion a estos vectores.

Por otra parte, aunque los mestizos fueron la mayor parte de la muestra, presentaron una menor
prevalencia, inferior al 15% de los casos. Este resultado podria estar asociado con la idea de
que los perros mestizos, si bien por una parte tienen una mayor quantodiversidad, tienen una
tendencia a ser “libremente manejados” mas abiertos que pueden reducir su exposicion al riesgo
0 hacerse menos vulnerables. Al respecto, Corbellini et al. (2017) reportaron resultados
similares en Argentina en donde los perros mestizos presentaron una menor prevalencia de los
perros con dirofilariosis que las razas puras, lo que llevaria que a los factores ambientales y de

manejo tendrian un peso asociado a la enfermedad.

En términos de género, aunque los machos presentaron una proporcion de positividad mayor
en comparacion con las hembras, es decir 60.0% y 40.0%, respectivamente, la diferencia no fue
significativa estadisticamente debido al tamafio de la muestra. En términos de edad, como se
menciond anteriormente, el tamafio fue mayor en animales de 3 a 6 afios que experimentaron
una mayor prevalencia, lo cual podria estar relacionado con las oportunidades acumulativas de
exposicion al vector en animales vivos y activos en esta etapa dedicada a actividades
acompafantes y oportunidades de infeccién. Este hallazgo es laudatorio con el de otras

investigaciones, en las Etapas de Vida de Gonzalez et al. (2011) un nivel mayor de Ehrlichia



canis fue reportado en perros de mediana edad debido a las exposiciones acumulativas

aceptables a orejas.



CAPITULO 5 CONCLUSIONES
La deteccion molecular de Ehrlichia canis mediante PCR en perros del canton Huaquillas
confirmé la presencia del patdgeno en individuos sintomaticos y asintomaticos con factores de
riesgo. Sin embargo, la prevalencia detectada en perros sintomaticos fue menor de lo esperado,
lo que sugiere que la presencia de signos clinicos no es un criterio exclusivo para el diagndstico
preciso de la enfermedad.
La utilizacion de la prueba de PCR permitié detectar infecciones que no eran evidentes
mediante signos clinicos ni pruebas serologicas rapidas. Esto demuestra la necesidad de
implementar estrategias de diagndstico molecular en programas de vigilancia epidemioldgica,
dado que la serologia puede sobrestimar la presencia del patdgeno al detectar infecciones
pasadas y no necesariamente activas.
Se identifico que razas pequefias como el French Poodle y el Chihuahua presentaron la mayor
prevalencia de infeccion, con tasas del 50.0% y 40.0%, respectivamente. Esto podria estar
relacionado con factores genéticos, manejo, exposicion ambiental o diferencias en el sistema
inmune. En contraste, l0s perros mestizos, a pesar de su alta exposicion a vectores, mostraron
una prevalencia menor (14.3%), lo que podria estar asociado con mayor resistencia o
tratamientos previos contra ectoparasitos.
La identificacion de perros asintomaticos con infeccion confirmada refuerza la hipotesis de que
la ehrlichiosis canina puede mantenerse en la poblacion a traves de la transmision subclinica,
favoreciendo la persistencia del patdgeno en el ambiente. Esto resalta la necesidad de fortalecer
estrategias de control de vectores y diagndstico temprano en poblaciones de riesgo.
Los hallazgos de este estudio evidencian la urgencia de desarrollar programas de control y
prevencién enfocados en el monitoreo de garrapatas, diagnéstico molecular en perros de riesgo

y educacion de propietarios sobre la importancia del manejo sanitario adecuado.



Los resultados obtenidos indican la necesidad de implementar sistemas de vigilancia activa en
el canton Huaquillas para evaluar la evolucion de la prevalencia de Ehrlichia canis,

especialmente considerando que el area cuenta con factores ambientales y climaticos propicios

para la proliferacion de vectores.



CAPITULO 6 RECOMENDACIONES
A la vista de nuestro analisis se proponen las siguientes medidas:
Dirigidas a propietarios de mascotas y veterinarios para destacar la importancia del diagndstico
temprano mediante pruebas moleculares como PCR. Con enfasis en la identificacidn de factores
de riesgo, como la exposicidn a garrapatas, condiciones ambientales, y el manejo adecuado de
perros promoviendo el uso regular de antiparasitarios tépicos y orales efectivos realizar
fumigaciones en areas de alta exposicion a vectores aumentar la limpieza y desinfeccién de
espacios donde habitan las mascotas realizar pruebas moleculares de rutina en perros con
factores de riesgo para identificar infecciones subclinicas, establecer protocolos en las clinicas
veterinarias para realizar pruebas de PCR en perros que han estado expuestos a garrapatas
implementar controles periddicos en perros que han recibido tratamiento por ehrlichiosis para
evitar recaidas o reinfecciones mantener un registro actualizado del historial médico de los
animales colaborar con autoridades locales para establecer programas integrales de salud
animal y ambiental y de la importancia del manejo de vectores como garrapatas, principal
medio de transmision del patogeno.
La utilidad de herramientas moleculares como la PCR para la identificacion precisa de
infecciones en perros con signos clinicos compatibles con ehrlichiosis, asi como en aquellos
asintomaticos con factores de riesgo. Esto permitird una deteccion més precisa del patdgeno y
evitara diagnosticos erréneos basados Unicamente en la sintomatologia o pruebas seroldgicas
rapidas.
Se deben desarrollar programas de capacitacion para médicos veterinarios sobre la importancia
del diagndstico molecular en la identificacion de Ehrlichia canis.
Se sugiere la difusion de material informativo en clinicas veterinarias y centros de adopcion

para fomentar practicas de control de vectores.



Se recomienda realizar investigaciones futuras que analicen con mayor profundidad la
predisposicion genética de ciertas razas a la infeccion por Ehrlichia canis, se recomienda la
incorporacion de pruebas de PCR en perros que ingresan a refugios o centros de adopcion para

evitar la propagacion del patdgeno dentro de estas poblaciones.
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Tabla Al

ANEXO A

Pacientes sintomaticos por medio de inmunocromatografica positivos.

N.° NOMBRE MEDICO ) .
MUESTRA MUESTRA  REFERENCIA DETECCION OBSERVACION
1 Caramelo Gallardo L. No detectado Positivo A (IC)
2 Negro Gallardo L. No detectado Positivo A (IC)
3 Jacinto Gallardo L. No detectado Positivo A (IC)
4 Manchas Gallardo L. No detectado Positivo A (IC)
5 Saltarin Gallardo L. No detectado Positivo A (IC)
6 Blanco Gallardo L. Detectado  Positivo A (IC)
7 Tigresa Gallardo L. Detectado  Positivo A (IC)
8 Bruno Gallardo L. No detectado Positivo A (IC)
9 Mocha Gallardo L. No detectado Positivo A (IC)
10 Camila Gallardo L. No detectado Positivo A (IC)
11 Mufieca Gallardo L. No detectado Positivo A (IC)
12 Camilo Gallardo L. No detectado Positivo A (IC)
13 Kenny Gallardo L. Detectado  Positivo A (IC)
14 Queen Gallardo L. No detectado Positivo A (IC)
15 Odin Gallardo L. No detectado Positivo A (IC)
16 Thor Gallardo L. No detectado Positivo A (IC)
17 Hércules Gallardo L. No detectado Positivo A (IC)
18 Evans Gallardo L. No detectado Positivo A (IC)
19 Cloe Gallardo L. No detectado Positivo A (IC)
20 Black Gallardo L. No detectado Positivo A (IC)
21 Linda Gallardo L. No detectado Positivo A (IC)
22 Alicia Gallardo L. No detectado Positivo A (IC)
23 Gabana Gallardo L. No detectado Positivo A (IC)
24 Sasha Gallardo L. No detectado Positivo A (IC)
25 Nena Gallardo L. No detectado Positivo A (IC)
26 S/N Aguilar F. No detectado Positivo A (IC)
27 SIN Aguilar F. No detectado Positivo A (IC)




28 S/N Aguilar F. Detectado  Positivo A (IC)
29 SIN Aguilar F. Detectado  Positivo A (IC)
30 SIN Aguilar F. No detectado Positivo A (IC)

Tabla 2

Pacientes asintomaticos con factores de riesgo identificados

o MEDICO p
NOMBRE DETECCIO )
MUESTR REFERENCI OBSERVACION
MUESTRA
A
1 Zeus Gallardo L. No detectado 20 dias en tratamiento
2 Kira Gallardo L. No detectado 20 dias en tratamiento
Presencia de Garrapatas y
3 Dulce Gallardo L. No detectado )
Sintomas de E. Canis
Presencia de Garrapatas y
4 Enana Gallardo L. No detectado )
Sintomas de E. Canis
] Hace 2 meses paso el
5 Fiorela Gallardo L. No detectado _
Tratamiento
_ Hace 2 meses paso el
6 Blanquita Gallardo L. No detectado )
Tratamiento
Presencia de Garrapatas y
7 Suco Gallardo L. No detectado )
Sintomas de E. Canis
) Presencia de Garrapatas y
8 Goliat Gallardo L. ~ Nodetectado _
Sintomas de E. Canis
9 Lobo Gallardo L. No detectado Tratamiento hace 4 meses
10 Mufeco Gallardo L. No detectado Tratamiento hace 4 meses
11 Negro Gallardo L. No detectado Tratamiento hace 6 meses
12 Fideo Gallardo L. No detectado Tratamiento hace 6 meses
13 Rosa Gallardo L. Detectado  Presencia de Garrapatas
14 Mia Gallardo L. No detectado Tratamiento hace 4 Meses
15 Chita Gallardo L. No detectado Tratamiento hace 6 meses
16 Cloe Gallardo L. No detectado Tratamiento hace 6 meses




17 Sasha Gallardo L. No detectado Tratamiento hace 2 meses
18 Conan Gallardo L. No detectado Tratamiento hace 2 meses
Presencia de Garrapatas y
19 Lucas Gallardo L. No detectado )
Sintomas de E. Canis
Presencia de Garrapatas y
20 Sasy Gallardo L. No detectado _
Sintomas de E. Canis
21 Suca Gallardo L. No detectado Presencia de Garrapatas
22 Pastor Gallardo L. No detectado Presencia de Garrapatas
23 Byron Gallardo L. No detectado Presencia de Garrapatas
24 Rudy Gallardo L. No detectado Presencia de Garrapatas
o Hace 2 meses paso el
25 Pinina Gallardo L. No detectado ]
Tratamiento
26 Negrita Gallardo L. No detectado Presencia de Garrapatas
27 Blanco Gallardo L. No detectado Presencia de Garrapatas
_ Tratamiento hace 1 mes y
28 Mia Gallardo L. No detectado )
medio
29 Negrito Gallardo L. No detectado Presencia de Garrapatas
30 Cuki Gallardo L. No detectado Presencia de Garrapatas
31 Moli Gallardo L. No detectado Presencia de Garrapatas




ANEXO B

Figura B1

Muestra positiva 1 (Carril 8 positivo; Carril 9 negativo; Carril 10 negativo)
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Figura B2

Recoleccion de muestras a pacientes del cantén Huaquillas




