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RESUMEN

La ehrlichiosis es una enfermedad bacteriana prevalente en areas tropicales y subtropicales,
transmitidas por garrapatas infectadas con hemoparasitos. El agente causal, Ehrlichia canis, es
una bacteria intracelular gramnegativa de la familia Anaplasmataceae, orden Rickettsiales, que
afecta principalmente a monocitos y macrofagos. Esta bacteria, de tamafio pequefio y
morfoldgico variable, puede causar una amplia gama de sintomas clinicos, desde agudos hasta
cronicos severos, incluyendo uveitis ocular. Diversas herramientas diagnosticas se utilizan para
detectar la ehrlichiosis, como analisis de frotis sanguineo, métodos seroldgicos y pruebas de
Elisa; sin embargo, estos meétodos tienen limitaciones en termino de sensibilidad y

especificidad.

La técnica de reaccion en cadena de polimerasa (PCR) y la secuenciacion de ADN son mas
precisas y sensibles, permitiendo una identificacion exacta de la patdgena cuantificacion de la
carga bacteriana. Este estudio se centra en la identificacion molecular de Ehrlichia canis
mediante secuenciacién de ARNr 16s en perros atendidos en el centro médico veterinario
“Biospet”, en el Canton Santa Rosa, Ecuador. La eleccién de métodos moleculares, como el
PCR, se deben a su alta precision en la deteccion de Ehrlichia spp., evitando confusiones con
otras especies y mejorando significativamente el diagnostico. Dada la escasez de reportes de
secuenciacion de E. canis en Ecuador, esta investigacion pretende proporcionar un diagndstico

maés confiable y preciso de la bacteria.

Palabras clave: Filogenia, Amplificacion de ADN, ARNR s16, Sanger.



ABSTRACT

Ehrlichiosis is a bacterial disease prevalent in tropical and subtropical areas, transmitted by
ticks infected with hemoparasites. The causative agent, Ehrlichia canis, is a gram-negative
intracellular bacterium of the family Anaplasmataceae, order Rickettsiales, which mainly
affects monocytes and macrophages. This bacterium, of small size and variable morphology,
can cause a wide range of clinical symptoms, from acute to severe chronic, including ocular
uveitis. Several diagnostic tools are used to detect ehrlichiosis, such as blood smear analysis,
serological methods and Elisa tests. However, these methods have limitations in terms of

sensitivity and specificity.

The polymerase chain reaction (PCR) technique and DNA sequencing are more accurate and
sensitive, allowing accurate identification of the pathogen and quantification of the bacterial
load. This study focuses on the molecular identification of Ehrlichia canis by 16s rRNA
sequencing in dogs treated at the “Biospet” veterinary medical center in Santa Rosa, Ecuador.
The choice of molecular methods, such as PCR, is due to its high accuracy in the detection of
Ehrlichia spp. avoiding confusion with other species and significantly improving the diagnosis.
Given the scarcity of reports of sequencing of E. canis in Ecuador, this research aims to provide
a more reliable and accurate diagnosis of the bacterium.

Keywords: Phylogeny, DNA amplification, s16 RNAR, Sanger.
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INTRODUCCION

La ehrlichiosis es una enfermedad bacteriana se encuentra de forma prevalente en areas tanto
tropicales como subtropicales a nivel mundial, siendo transmitida por las garrapatas infectadas
que portan hemoparasitos (45). El agente causal, Ehrlichia, es una bacteria intracelular obligada
de naturaleza gram negativa, con relevancia zoondtica significativa en la medicina veterinaria.
Esta bacteria pertenece a la familia Anaplasmataceae (9,45) dentro del orden Rickettsiales y
afecta principalmente a monocitos y macrofagos (9). Esta bacteria, de tamafio relativamente
pequefio (0.4 - 1.5 pm), presenta una morfologia variable, pudiendo adoptar formas

pleomorficas o redondas (45).

Esta variabilidad morfoldgica estd asociada con la capacidad de generar una amplia gama de
manifestaciones clinicas, desde sintomas agudos hasta cuadros cronicos severos (46). Entre
estos sintomas, se pueden observar afectaciones oculares como la uveitis, que, mediada por
células inflamatorias, puede ocasionar una infiltracion inflamatoria y la formacion de complejos
inmunitarios. Estos complejos pueden alojarse en el sistema de irrigacion ocular, provocando
un desequilibrio en las barreras oculares, lo que facilita el paso de monocitos y linfocitos hacia

la Uvea, generando una serie de signos clinicos diversos (9,46).

Hay diversas herramientas diagnosticas para detectar la Ehrlichiosis; una de las mas comunes
es el analisis de un frotis sanguineo de la capa blanca. Ademas, se emplean métodos serolégicos,
como la inmunofluorescencia, aunque esta técnica tiene limitaciones al no distinguir entre
infecciones latentes o pasadas. En la actualidad, hay kits comerciales disponibles que utilizan
el microorganismo completo como fuente de antigenos en pruebas ELISA. También se recurre
a la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y a la secuenciacidn, las cuales son
herramientas mas sensibles que proporcionan tanto un diagnoéstico como una evaluacion

cuantitativa de la carga bacteriana (46).

Por tanto, el analisis molecular del microorganismo se presenta como la opcion mas precisa
para la identificacion de los agentes causales de enfermedades, evitando posibles confusiones
entre diferentes especies o tipos de microorganismos que podrian generar resultados
conflictivos en pruebas seroldgicas poco sensibles y especificas. En contraste, las técnicas de
PCR ofrecen una mayor precision en la deteccion de organismos pertenecientes al género
Ehrlichia (49). Estas metodologias moleculares posibilitan la identificacion del ADN a través

de la PCR (46,49). La calidad de las secuencias depende del disefio de los cebadores, que son



secuencias de nucleotidos disefiadas para unirse al ADN/ARN del agente infeccioso y permitir

su amplificacion posterior (10).

Estos cebadores pueden ser especificos para reconocer un género como, por ejemplo, Ehrlichia
spp. O una especie particular, por ejemplo, Ehrlichia canis (10). Actualmente, se emplean
pruebas seroldgicas altamente sensibles y fiables (46,49). No obstante, la elevada necesidad de
atender a pacientes con sintomas de Ehrlichiosis y el uso simultdneo de varios métodos
diagnosticos, pueden generar ambigiiedades en el diagnostico. En la actualidad, existen pocos
reportes en secuenciacion sobre E. canis en el Ecuador y por esta razén el objetivo de esta
investigacion se centra en la técnica molecular dado que nos permite diagnosticar de forma méas

confiable y precisa la bacteria.

Objetivo general:

Analizar la secuencia del gen ARN16S mediante el método de secuenciacién de SANGER para

determinar caracterizacion genética de muestras positivas a Ehrlichia canis positivos a PCR

Objetivos especificos

= Determinar la presencia de Ehrlichia canis por medio de Inmunocromatografia (IC).

= Identificar mediante la prueba de Reaccion de la cadena de polimerasa (PCR) la
presencia de Ehrlichia canis en perros atendidos en el centro médico veterinario Biospet

en el Canton Santa Rosa.

= Secuenciar el amplicén de Ehrlichia canis obtenidos mediante PCR en perros atendidos

en el centro médico veterinario Biospet en el Canton Santa Rosa.



CAPITULO 1. MARCO TEORICO.
1.1  GENERALIDADES DE LA EHRLICHIOSIS CANINA.

La Ehrlichiosis Canina Monocitica (ECM) es una enfermedad canina transmitida por garrapatas
con una relevancia considerable a nivel global (24). Ademas de ser conocida como rickettsiosis
canina, fiebre hemorragica canina, tifus, enfermedad del perro rastreador y exposicion tropical
a las garrapatas caninas (12). Aunque no se ha confirmado que los perros funcionen como un
reservorio infeccioso para los humanos, sigue siendo una preocupacion importante para muchos
duefios de mascotas. Los veterinarios desempefian un papel crucial en la prevencién,

diagnostico y tratamiento de las infecciones por Ehrlichia en los perros.

La principal transmisora de la Ehrlichiosis Canina Monocitica (ECM) es la garrapata
Rhipicephalus sanguineus (6). Se ha confirmado en estudios experimentales que Dermacentor
variabilis también puede ser un vector de transmisién de E. canis (27). Esta enfermedad se
manifiesta en formas agudas, subclinicas y crénicas, siendo esta Ultima potencialmente mortal
(25). Los sintomas abarcan anorexia, letargo, fiebre, agrandamiento de los ganglios linfaticos y
del bazo, junto con episodios hemorragicos. La presencia de trombocitopenia y pancitopenia

son hallazgos habituales en los analisis hematologicos (16).

1.2 AGENTE ETIOLOGICO.

La garrapata marrén del perro Rhipicephalus sanguineus es una especie de garrapata
ampliamente distribuida en todo el mundo y reconocida como portadora de numerosos
patdgenos que afectan a los perros, ocasionalmente también a los seres humanos. Esta garrapata
se encuentra comunmente en perros que residen tanto en areas urbanas como rurales y tiene una
notable adaptabilidad para habitar en viviendas humanas, manteniendo su actividad a lo largo
de todo el afio. Esta adaptabilidad no se limita inicamente a regiones tropicales y subtropicales,

sino que también se presenta en zonas de clima templado (18).

1.3 HISTORIA.

Segun Ormaza (2021), La identificacion inicial de Ehrlichia canis se remonta a 1935, en el
Instituto Pasteur de Argelia, por Donatien y Lestoquard. Se descubri6 esta bacteria al notar
sintomas de fiebre aguda y anemia en varios perros residentes en el lugar que estaban infectados
por garrapatas. Al examinar las células sanguineas de estos perros enfermos, se observaron
microorganismos dentro de los monocitos, inicialmente asociados erréneamente con alguna

especie de Rickettsia. Posteriormente, en 1945, el bacteridlogo aleméan Paul Ehrlich renombré



este agente como Ehrlichia canis. Y Desde entonces, se han documentado casos de Ehrlichiosis

en varias naciones de Africa central y meridional, asi como en India y Estados Unidos.

Inicialmente, se consideraba una enfermedad leve, manifestada por fiebre, vomitos y secrecion
nasal y ocular. A finales de la década de 1960 y principios de la de 1970, estudios adicionales
sobre E. canis demostraron que este patdgeno era el causante del tifus canino, aunque hasta ese
momento se asociaba principalmente con casos benignos en otros animales. Por otro lado, en
Arica, Chile, se documentd un caso clinico de Ehrlichiosis causada por E. canis en un perro,
diagnosticado mediante técnicas moleculares. La afectada era una perra mestiza de raza
siberiana, de 10 afios, que presentaba infeccion por garrapatas y sintomas como hematomas,

sangrado recurrente en la boca y un notable deterioro en su estado de salud general (14).

Los examenes revelaron una disminucion en el recuento de plaquetas, con un total de 30,000
plaguetas/mma3, y un resultado positivo para E. canis en una prueba inmunocromatogréafica
rapida. La secuenciacion y amplificacion de un fragmento especifico del gen 16S ARNTr a partir
de una muestra de sangre confirmaron una coincidencia total con una cepa de E. canis, esta
proveniente de Per(. La presencia de E. canis en Chile fue reportada por primera vez en 2012
(14). Existen diversas variantes de Ehrlichia que afectan a los perros, como E. platys, que causa
la trombocitopenia ciclica infecciosa; E. equi, E. ewingii y E. chaffeensis, las cuales también
pueden infectar a los perros, generando sintomas subclinicos o manifestaciones clinicas menos
graves (45,46).

La E. canis es un microorganismo que se encuentra en el citoplasma de los leucocitos (9,46),
principalmente en monocitos y linfocitos (45,46), ya sea como cuerpos individuales, conocidos
como cuerpos elementales, 0 en agrupaciones llamadas mérulas. Las otras variantes de E. canis
presentan morfologias similares; sin embargo, E. platys infecta exclusivamente a las plaquetas,
mientras que E. equi afecta a los neutrofilos o eosinéfilos. Se sospecha que E. canis es el agente
responsable de la Ehrlichiosis en seres humanos (4).

1.4  TAXONOMIA.

El género Ehrlichia spp. como Anaplasma spp. pertenecen a la familia Anaplasmataceae,
previamente a la bacteria Ehrlichia spp. se la clasificaba en la familia Rickettsiaceae y
Anaplasma spp. en la familia Anaplasmataceae, dentro del orden Rickettsiales. (52). Las
especies de Ehrlichia pueden dividirse en tres categorias segun las células huésped, incluyendo
células monociticas, granulociticas y trombociticas (19). Se delimitaron tres genogrupos de

Ehrlichia basados en la homologia de la secuencia del ARNr 16S vy la relacion antigénica: (i)



genogrupo E. canis (E. canis, E. chaffeensis y E. ewingii); (ii) genogrupo E. phagocytophila (E.
phagocytophila, E. equi, el agente de la Ehrlichiosis Granulocitica Humana (HGE) y A. platys);
y (iii) genogrupo E. senetsu (E. sennetsu, E. resticii y E. bovis) (43).

Recientemente, se ha reorganizado la clasificacion de los géneros de las familias Rickettsiaceae
y Anaplasmataceae tras el analisis de las secuencias del ARNr 16S. La familia
Anaplasmataceae ahora comprende los géneros Ehrlichia, Anaplasma, Neorickettsia y
Wolbachia, como se observa en la Tabla 1. Dentro del género Anaplasma se propuso incluir
algunas especies de Ehrlichia, como E. (Anaplasma) phagocytophila (que incluye E. equi y el
agente HGE), E. (Anaplasma) bovis y E. (Anaplasma) platys. Una de estas especies fue
trasladada al género Neorickettsia, siendo E. (Neorickettsia) sennetsu, y una especie del género

Cowdria fue reclasificada como Cowdria (Ehrlichia) ruminantium (7).

Categoria Taxonomica Clasificacion

Dominio Bacteria

Filo Proteobacteria

Clase Alphaproteobacteria

Orden Rickettsiales

Familia Anaplasmataceae

Género Ehrlichia

Especies Principales E. canis, E. chaffeensis, E. ewingii, E. muris.

Tabla 1 Clasificacion taxondmica de Ehrlichia spp. hasta el nivel de especie.

1.5 MORFOLOGIA.

Ristik (1992), indica que la bacteria es reconocida por ser un microorganismo pleomérfico, con
forma de coco y estructura Gram negativa. Se puede observar como un cuerpo elemental o en
agrupaciones llamadas morulas dentro del citoplasma de los leucocitos infectados,
principalmente en linfocitos y monocitos cuando se utilizan colorantes de tipo Romanowsky;
estas células aisladas se identifican como cuerpos elementales con un diametro de 0.4 micras,
a partir de los cuales se desarrollan otras estructuras denominadas cuerpos iniciales que varian
de 0.4 a 2.5 micras de didmetro, para luego formar moérulas de mayor tamafio, con un didmetro

de uno a cuatro micras.

Ehrlichia canis exhibe tropismo por células sanguineas, como leucocitos y plaquetas, tanto en
humanos como en animales. Una vez en el citoplasma, invade vacuolas donde se multiplica por

fision binaria, formando micro colonias denominadas "morulas” por su aspecto caracteristico.



Este microorganismo utiliza mamiferos como reservorios y artrépodos como vectores
esenciales para completar su ciclo de vida y asegurar su transmision. Su capacidad para
replicarse en ambientes intracelulares y su dependencia de hospedadores y vectores resaltan su

adaptacion evolutiva y patogénesis en diferentes especies (53).

1.6  CICLO DE VIDA.

Lopez (2021), describe en su investigacion que el ciclo de vida de Ehrlichia canis comprende
tres etapas principales; la cual comienza con la penetracion de los cuerpos elementales en los
monocitos, donde experimentan un desarrollo que se extiende a lo largo de dos dias. Luego
sigue una fase de multiplicacion de E. canis, que se extiende por un lapso de tres a cinco dias,
durante la cual se desarrollan cuerpos iniciales. Finalmente, se observa la formacién de mérulas,
resultado de la agrupacion de los cuerpos basicos envueltos por una membrana. A lo que Pinedo
(2018), agrega que el periodo de incubacion de la bacteria Ehrlichia canis abarca de ocho a 20

dias.

Posteriormente, emerge la fase aguda caracterizada por fiebres intermitentes y pérdida de
apetito. Esta etapa es seguida por una fase subclinica, que puede prolongarse durante meses o
afios, y finalmente se desarrolla la fase cronica. Ademas, indica que la infeccion en las
garrapatas ocurre durante su etapa de desarrollo y no a través de la transmision vertical, es decir,
las ninfas se infectan al alimentarse de la sangre de perros enfermos en fase aguda. Sin embargo,

también se considera que los perros en fase subclinica actian como focos de infeccion.

1.7 EPIDEMIOLOGIA.

Ehrlichiosis canina es una enfermedad endémica y ampliamente distribuida en paises tropicales
y subtropicales donde el vector estd presente. Estudios han revelado seroprevalencias
significativas en perros, alcanzando el 33,1% en México, el 30% en lIsrael, el 16,5% en Peray
el 21,7% en Brasil. Estas cifras la sitian como una de las enfermedades de mayor relevancia en
la practica veterinaria. (13). En Venezuela, se registra una alta prevalencia de anticuerpos anti-
E. canis (77.3%) en perros domésticos, mientras que la deteccion molecular alcanza el 45.2%.
Se ha observado que el 69% de los perros evaluados estaban infestados por garrapatas, siendo

Rhipicephalus sanguineus la especie identificada con mayor frecuencia (33).

Por otra parte, en un estudio realizado en la region de Ageo, en Turquia, se establecio que la
prevalencia de Ehrlichia canis fue del 24,42% (55). En Lima, se identificé una seropositividad
del 23.3% para E. canis y del 20% para E. chaffeensis (43). En Colombia, se determind una

frecuencia de aparicion del 33.3%, lo que confirma la presencia de la bacteria (13). A nivel



nacional en un estudio realizado en la ciudad de Cuenca se determind la prevalencia de E. canis
con un 56,25% (35); en Guayaquil se determind el indice de prevalencia de E. canis del 11 %
(36) y en Machala, se logr6 establecer un indice de prevalencia de Ehrlichia canis del 4.5%
(36).

La Ehrlichiosis Monocitica Canina ha tenido una expansion a nivel global, y en Tailandia se
realizd un estudio para explorar la diversidad genética de E. canis. Utilizando PCR y analisis
filogenéticos de los genes DSB, GP19 y GP36, se investigaron las caracteristicas moleculares
de E. canis en 220 muestras de sangre completa de perros naturalmente infectados, todos con
manifestaciones clinicas asociadas a enfermedades transmitidas por garrapatas. De todos los
animales analizados, un 16,4% (36/220) mostré ADN positivo para genes de E. canis a través
de DSB y GP19, mientras que solo 13 de esas 36 muestras 36,1% dieron positivo para el gen
GP36 (17).

Las secuencias del gen DSB mostraron una similitud muy alta 99 al 100% con secuencias
previamente documentadas de E. canis. Por otro lado, las secuencias del gen GP19 revelaron
semejanzas con genogrupos de Estados Unidos y Taiwan, con rango de identidad del 98,8% al
99,5%. La caracterizacidn genética basada en el gen GP36 exhibi6é una similitud compartida
del 91,4% al 99,1%, con la identificacion de 426-429 pares de bases en una region en tdndem
en el extremo 5', una repeticion de 27 pares de bases con variabilidad en el nidmero de
repeticiones en tindem (TR) de nueve secuencias de aminoécidos (TEDSVSAPA), y una region

terminal 3' variable con longitud dependiente del aislado de 72 a 93 pares de bases (17).

Los arboles filogenéticos, especialmente los construidos a partir de secuencias de aminoacidos
de GP36, mostraron que las cepas tailandesas se dividian en dos clases filogenéticas, integradas
dentro de otras cepas de E. canis a nivel global. El analisis filogenético sugiere que las cepas
de E. canis en Tailandia podrian agruparse en dos genogrupos distintos, alineados con las cepas
de Estados Unidos y Taiwan (17). En México se llevo a cabo un estudio para identificar
infecciones por rickettsiosis en perros. Se recolectaron muestras sanguineas de 246 perros, las
cuales se analizaron inicialmente para detectar la presencia de Ehrlichia canis, E. chaffeensis,
E. ewingii, Anaplasma phagocytophilum y Rickettsia rickettsii mediante una técnica de PCR

cuantitativa en tiempo real (QPCR) (37).

De estos, 65 fueron evaluados y muestreados dos veces con intervalo de siete u ocho meses
entre cada toma. El analisis a través de qPCR identifico a 72 perros como portadores de E. canis
con una prevalencia del 29,26%. Estos mismos fueron sometidos a pruebas de PCR anidada



para la deteccidn de estos patdgenos. Ninguno arrojé resultados positivos para E. chaffeensis,
E. ewingii o R. rickettsii en ambas pruebas de PCR. La incidencia acumulada de la infeccién
por E. canis fue del 38,46%. El analisis de secuenciacion de los productos obtenidos mediante
PCR anidada mostrd una coincidencia del 100% con E. canis y del 98,1% con R. parkeri. Se

identifico un perro coinfectado con E. canis y R. parkeri (37).

En una comunidad rural del estado de Aragua, Venezuela, se identificaron anticuerpos anti-E.
canis tanto a nivel molecular como mediante pruebas de laboratorio. De un total de 110
muestras  sanguineas de perros domesticos analizadas utilizando técnicas de
inmunofluorescencia indirecta (IFI1) y PCR, se evidencié una seroprevalencia del 77,3% y una
deteccion molecular del 45,2%. Ademas, se constato la presencia de Rhipicephalus sanguineus
en el 69% de los perros evaluados, y se observo que el 80% (68 de 85) de los perros infestados

con garrapatas dieron positivo en las pruebas serologicas (41).

En Cauca, Colombia, se realiz6 un estudio que involucré a 506 residentes sanos y 114 perros
de cuatro municipios. Se recopilaron muestras sanguineas para evaluar la presencia de
anticuerpos contra E. canis tanto en suero humano como en perros. Se emplearon el ELISA del
péptido de repeticion en tandem 19 (TRP19) y la técnica de inmunofluorescencia indirecta
(IFA). De estos resultados, se detectd que Unicamente 1 de los 506 sueros humanos presentaba
anticuerpos contra el péptido TRP19 de Ehrlichia canis, aunque esta muestra positiva no fue
confirmada por la prueba de IFA.

Por otro lado, se observo que la mayoria de los perros estudiados de los cuales 75 de 114; es
decir, el 66% tenian anticuerpos detectados contra el péptido TRP19 de E. canis mediante
ELISA, y ocho muestras seleccionadas aleatoriamente fueron confirmadas adicionalmente por
IFA de E. canis. Se procedio a analizar el ADN gendémico de 73 muestras de sangre de perros
que resultaron positivas para E. canis TRP19 mediante PCR dirigida al gen del acido
ribonucleico 16S (ARNr). Se logré amplificar el ARNr 16S de Ehrlichia canis en 30 de los
perros, es decir el 41%. De estas muestras, se seleccionaron 16 para secuenciar su ADN,

confirmando la presencia de E. canis en todos los casos.

Posteriormente, se realiz6 una segunda PCR en las 16 muestras positivas para el ARNr 16S de
E. canis para determinar el genotipo TRP36 mediante la amplificacion del gen trp36. La
secuenciacion del amplicon de la PCR TRP36 reveld que nueve perros estaban infectados con
el genotipo TRP36 de E. canis de Estados Unidos con resultados del 56%; un perro con el
genotipo brasilefio un 6% y seis perros con el genotipo costarricense representando el 38%.



Estos hallazgos moleculares del genotipo coincidieron con el analisis seroldgico utilizando

péptidos especificos del genotipo TRP36 (35).

1.2.1 A nivel nacional.

En el trabajo realizado por Ormaza (2021), se recolectaron 203 muestras sanguineas de perros
para detectar la presencia de Ehrlichia canis utilizando analisis de frotis; de los datos obtenidos
del total de perros analizados, el 73,89% mostr6 resultados positivos de 150 casos, siendo el
41,87% machos y el 32,02% hembras. Los factores principales asociados a la prevalencia de
Ehrlichia canis fueron la edad representando un 53,85% en perros de tres a seis afios; ademas
de, el tipo de alimentacion y habitat con resultados del 56,67% en perros que consumian comida
casera y vivian dentro o fuera de la casa, y el cuidado veterinario inadecuado que representa el

36,67% sin control de ectoparasitos, bafios, garrapaticidas o desparasitaciones.

1.2.2 A nivel regional.

Segun lo reportado por Pauta (2016), en un estudio realizado con 80 animales, se detecto la
presencia de Ehrlichia canis en 17 individuos, lo que equivale al 21,25% del total de la muestra.
Los restantes 63 animales, correspondientes al 78,75%, presentaron resultados negativos. La
investigacion considerd diversas variables como la edad, el sexo y la raza de los animales,
permitiendo un andlisis integral de los factores asociados a la presencia de la infeccion. Estos
hallazgos subrayan la importancia de evaluar caracteristicas individuales y demogréaficas en el

diagndstico y la vigilancia epidemioldgica de esta enfermedad en poblaciones caninas.

1.8  TRANSMISION.

La transmision de la Ehrlichia canis se realiza a través de la picadura de la garrapata llamada
Rhipicephalus sanguineus y posiblemente por otras especies como la Ehrlichia chaffensis (36).
La infeccion se produce cuando una garrapata ha tomado sangre de un animal infectado y luego,
al atacar a otro animal, transfiere el microorganismo de manera mecanica. (15). Las secreciones
de las glandulas salivares de la garrapata representan el factor de transmisién hacia el perro.
Estas secreciones, junto con la inflamacion ocasionada por la picadura, promueven la migracion

de leucocitos a esa zona, lo que facilita la entrada de la Ehrlichia en dichas células. (38).

1.9 MANIFESTACIONES DE LA ENFERMEDAD.

Este microorganismo invade los monocitos y macrofagos del huésped al que infecta, esto

desencadena una intensa activacion del sistema inmunologico y diversas manifestaciones



clinicas en el huésped. La enfermedad progresa en tres etapas: aguda, subclinica y cronica. En
la fase aguda, los signos clinicos incluyen fiebre, letargia, linfadenopatia y trombocitopenia (5).
En la fase cronica, los caninos afectados pueden desarrollar anemia, trastornos hemorragicos,
inmunosupresion y, en casos graves, insuficiencia organica multiple, lo que compromete

significativamente la supervivencia del animal (15).

1.9.1 Fase agua.

En la etapa inicial, los signos tienden a ser sutiles e involucran fiebre no especifica, falta de
apetito, agrandamiento de los ganglios linfaticos, sequedad en los ojos y dificultad para respirar.
Ademas, es posible observar agrandamiento del bazo y el higado, problemas respiratorios o
dificultad para ejercitarse debido a inflamacién pulmonar, manifestaciones neuroldgicas como
inflamacion del cerebro y las membranas que lo rodean, asi como pequefias manchas rojas y
moretones debido a la disminucion de plaquetas. En esta etapa, los examenes para detectar

anticuerpos pueden resultar negativos (5).

Ormaza (2021), en su investigacion sefiala que el periodo de incubacién en esta etapa oscila
entre ocho y 20 dias después de que la garrapata ha mordido al hospedero. Durante este tiempo,
la Rickettsia se replica en los monocitos y migra hacia el fagocito mononuclear, donde establece
la célula objetivo. Pinedo (2018), agrega que las bacterias que han proliferado en las células
monociticas se dispersan por la corriente sanguinea o el sistema linfatico hacia érganos que
contienen un mayor nimero de fagocitos mononucleares, como el bazo, el higado y los ganglios
linfaticos. Esta diseminacion conduce a la manifestacion inmediata de sintomas clinicos en el

animal infectado.

1.9.2 Fase Subclinica.

Lopez (2021), en su trabajo de investigacion interpreta la fase subclinica como una etapa en la
que los perros no han recibido tratamiento oportuno. Durante este periodo, no se presentan
signos externos de la enfermedad y el microorganismo puede permanecer en el cuerpo del
animal durante hasta cinco afios si el sistema inmunolégico no puede eliminarlo por completo.
De acuerdo con Cair0 y colaboradores (1988), durante esta fase, los perros pueden recuperar el
peso perdido y normalizar su temperatura corporal. Se ha observado que, en algunos animales

con un sistema inmunoldgico competente, el parasito puede ser eliminado.



1.9.3 Fase Croénica.

Las causas que determinan la progresion de la infeccion a la fase cronica no se hay establecido
de forma concreta, debido a que hay casos en los que los animales pueden eliminar el agente
infeccioso por si mismos, gracias al desarrollo de una respuesta inmunitaria efectiva (15). Segun
Torres (2018), durante este periodo, los individuos pueden experimentar una alta tasa de
mortalidad, manifestandose a través de signos y sintomas como supresion de la médula dsea,

problemas oculares y hemorragias severas.

1.10 Diagnostico.

El diagnostico definitivo de la ehrlichiosis canina se basa en la observacion de morulas
intracitoplasmaticas en monocitos a través de citologia, la deteccién serolégica de anticuerpos
especificos empleando la técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFA) y la identificacion
molecular del ADN del patdgeno mediante la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR). Estos
métodos complementarios permiten una mayor precision diagnostica, ya que integran
evidencias morfoldgicas, seroldgicas y genéticas. La citologia es util en estadios agudos de la
enfermedad, mientras que la IFA y la PCR son esenciales para confirmar infecciones crénicas
o subclinicas, proporcionando un enfoque integral para caracterizar la infeccion por Ehrlichia

spp. en diferentes etapas y contextos clinicos (7).

1.10.1 Diagnostico mediante frotis sanguineo.

Es un método directo de evaluacion que implica la extraccion de una pequefia cantidad de
sangre sobre un portaobjetos, secandola y luego impregnandola con tincion Giemsa o también
con tincién de cielo Romano para su observacion al microscopio en busca de la presencia de
morulas que son estructuras definidas, redondas u ovaladas en los monocitos eosinéfilos o
basofilos. A pesar de ser un método econémico, sencillo y rapido, encontrar morulas en el
microscopio puede ser desafiante, especialmente para quienes carecen de experiencia. Se estima
que solo el cuatro por ciento de los casos logran identificar con éxito las morulas, y a veces, las

plaquetas u otras células pueden confundirse con los cuerpos de inclusién. (25,19).

1.10.2 Diagnostico serologico.

Existen diversas técnicas de diagnostico seroldgico para la Ehrlichiosis Canina, como la prueba
de anticuerpos de inmunofluorescencia indirecta (IFA). Esta prueba identifica la presencia de
IgG anti-E. canis y se considera la prueba mas confiable para el diagndstico seroldgico, ya que

revela la exposicion previa del perro a la bacteria. Los anticuerpos IgM, en cambio, no se



consideran un indicador fiable de infeccidn por E. canis debido a su desarrollo irregular durante
la enfermedad. Existen varios kits disponibles disefiados para facilitar el diagnostico clinico,
proporcionando pruebas especificas y sensibles, como el kit SNAP 3Dx, que emplea péptidos
derivados de las proteinas clave de E. canis P30 y P30/31, con una especificidad del 98-100%
(32).

1.10.3 Diagnostico inmunocromatografia (1C)

Es una técnica inmunolodgica de alta sensibilidad que permite visualizar de la interaccion
antigeno-anticuerpo mediante la acumulacion de oro coloidal conjugado en areas especificas
de membranas de nitrocelulosa, donde previamente se han inmovilizado anticuerpos de captura.
Actualmente, este método se ha consolidado como una herramienta esencial para el diagnostico
rapido de multiples enfermedades, facilitando la deteccion de antigenos en diversos fluidos
bioldgicos. Su aplicacion abarca un amplio espectro de patologias, incluyendo infecciones por
Streptococcus B-hemolitico, Chlamydia, virus de la hepatitis, malaria y Ehrlichia, entre otras
(22).

1.10.4 Diagnostico molecular.

La metodologia del diagnostico molecular representa un enfoque sofisticado para la
identificacidn precisa de patogenos y el analisis de sus caracteristicas genéticas. Este método
se basa en la deteccion y amplificacion de secuencias especificas de acidos nucleicos, tanto
ADN como ARN, de los microorganismos involucrados. En este contexto, la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) se destaca como una de las herramientas mas utilizadas. Esta
técnica permite la amplificacion especifica de fragmentos de ADN con altos niveles de
precision y sensibilidad, lo que la convierte en un recurso fundamental en estudios de
diagndstico, investigacion biomédica y aplicaciones clinicas, proporcionando resultados
confiables y rapidos que facilitan la comprension de procesos infecciosos y el desarrollo de

estrategias terapéuticas avanzadas (45,10,22).

La PCR, desarrollada por Kary Mullis en 1983, se basa en un ciclo repetido de
desnaturalizacion, hibridacion y elongacion, donde se utilizan oligonucleétidos (corto
segmentos de ADN) como cebadores, y una enzima clave, la ADN polimerasa, para sintetizar
nuevas cadenas de ADN; el principio fundamental de la PCR es la polimerizacion del ADN, un
proceso en el que la ADN polimerasa cataliza la adicion secuencial de nucleotidos (adenina,

timina, citosina y guanina) a una cadena de ADN en crecimiento, utilizando una cadena de



ADN plantilla como guia (10,32,49). Durante la PCR, esta enzima es responsable de la

replicacion in vitro de la secuencia de interés, amplificandola de manera exponencial (17,32).

El proceso comienza con una desnaturalizacion del ADN, donde las dos cadenas de la doble
hélice se separan, luego los cebadores se hibridan a las secuencias especificas de interés, y la
ADN polimerasa extiende las cadenas de ADN desde los cebadores, replicando la secuencia
objetivo (32,49). La enzima ADN polimerasa, especialmente la Tag polimerasa, derivada de la
bacteria Thermus aquaticus, es fundamental en este proceso debido a su capacidad para operar
a temperaturas elevadas; crucial dado que la PCR implica ciclos de calentamiento a
temperaturas que oscilan entre 94°C y 60°C. Esta enzima, por tanto, facilita la polimerizacion
del ADN al afiadir nucle6tidos complementarios a la cadena de ADN en crecimiento, siguiendo

la secuencia dictada por la plantilla original (44).

Cada ciclo de PCR duplica la cantidad de ADN de interés, lo que permite obtener millones de
copias de una secuencia especifica en pocas horas (44). La técnica molecular se fundamenta en
el aislamiento y purificacion del ADN bacteriano, optimizando su integridad para su posterior
analisis. Este proceso involucra la fragmentacion, amplificacion y evaluacion de la variabilidad
ya sea ganancia o pérdida en los sitios de restriccién, lo cual facilita la identificacion de genes
relacionados con la etiologia, patogenia y posibles mecanismos de resistencia antimicrobiana
(28).

Ademas, esta metodologia permite el estudio de células en diversos estados intermedios, como
aquellas viables, pero no cultivables, ampliando el espectro de diagnéstico y comprension de
las infecciones. Las pruebas mas comdnmente utilizadas incluyen: PCR (reaccion en cadena de
la polimerasa), gPCR (reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real), microarrays,
biosensores, secuenciacion de 4&cidos nucleicos de alto rendimiento (como la
Pirosecuenciacién) y electroforesis en gel de campo pulsado (PFGE). La seleccién de estas
técnicas depende del tipo de muestra que se estd analizando, lo que permite una adaptacion

precisa para la deteccion y caracterizacion de organismos patdgenos a nivel molecular (28).
1.10.4.1 Tipos de diagndstico molecular.
1.104.1.1 Convencional.
1.10.4.1.1.1 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), posee una alta sensibilidad (96.2%) y
especificidad (100%), permite detectar la presencia de Ehrlichia canis entre los dias cuatro y



10 posteriores a la infeccidon (49). Sin embargo, la posibilidad de contaminacion durante el
procedimiento podria dar lugar a resultados falsos positivos, subrayando la necesidad de
implementar medidas estrictas para minimizar este riesgo. La técnica comunmente empleada
en el diagndstico molecular de diversos patdgenos es la PCR, la cual fue desarrollada hace mas
de 30 afios con el objetivo de amplificar secuencias especificas de ADN cromosomal y

plasmidico de cada microorganismo (22,46).

Este proceso permite obtener millones de copias de las secuencias objetivo, facilitando la
deteccion y la identificacion precisa de los patdgenos presentes en las muestras (22,45,46); La
PCR minimiza significativamente el tiempo requerido para la deteccion e identificacion de
microorganismos de dificil recuperacion, permitiendo el andlisis eficiente de diferentes tipos de
muestras. Gracias a su alta especificidad y sensibilidad, reduce el tiempo necesario para obtener
resultados, acortando el proceso de dias a horas en comparacion con los métodos
convencionales. Por estas ventajas, la PCR se ha consolidado como una herramienta practica y
eficaz para los laboratorios clinicos e industriales, siendo una alternativa fundamental en el

diagnostico de brotes y en el control de calidad de los alimentos (8,20,25,46).

1.10.4.1.1.2 PCR en tiempo real (QPCR).

La PCR en tiempo real (JPCR) es una evolucién de la técnica PCR convencional, en la que se
elimina el paso de evaluacion de los productos amplificados mediante electroforesis en gel de
agarosa o poliacrilamida. Esta metodologia combina la amplificacion de secuencias especificas
de ADN, proporcionada por la PCR convencional, con la deteccion de la fluorescencia generada
por un fluoréforo que tiene afinidad por el ADN o por sondas marcadas con fluorescencia. Para
el marcado de estas sondas, se han desarrollado diversos reactivos quimicos, siendo los mas
relevantes el SYBR Green y las sondas de hidrélisis, como las TagMan, que permiten una

deteccion més precisa y cuantitativa de las secuencias diana en tiempo real (20,23,26).

Las principales ventajas de la PCR en tiempo real (qQPCR) respecto a la PCR convencional, es
la posibilidad de realizar el ensayo en condiciones libres de contaminacién con una minima
manipulacion por parte del operario, especialmente cuando el proceso es automatizado. En
comparacion con la PCR convencional, la qPCR proporciona resultados cuantitativos en un
menor tiempo con una mayor sensibilidad y seguridad para el operario, al eliminar la necesidad
de usar reactivos como el bromuro de etidio. La gPCR esté reconocida por la norma ISO 16140
del 2003 y la Asociacion Francesa de Normalizacion (AFNOR) como un método valido para la



deteccion y cuantificacion de patogenos, lo que refuerza su fiabilidad en aplicaciones
diagnosticas y de control de calidad (10,22,32,46).

1.10.4.1.1.3 Microarrays (Chip de microarreglos).

Los microarrays representan una herramienta de gran valor en el diagnostico molecular por su
capacidad para analizar simultaneamente multiples secuencias de acidos nucleicos, lo que
permite detectar diversas dianas genéticas 0 genomas de patdgenos en un Unico ensayo. Esta
tecnologia es particularmente eficaz para diferenciar microorganismos con alta similitud
genética (10,14,32). Un disefio 6ptimo de microarrays puede identificar genes asociados a la
virulencia y resistencia a antibioticos, con sondas altamente complementarias que garantizan
una union especifica y una deteccién sensible, incluso en muestras complejas con bajas
concentraciones de material genético. Ademas, su versatilidad permite analizar ADN y ARNm,
consolidandose como una herramienta diagndstica precisa, reproducible y sensible en la

investigacion molecular (10,32,46).

1.10.4.1.2 Tiempo real.

El diagnostico molecular en tiempo real se basa en el uso de técnicas avanzadas de analisis
molecular que permiten la deteccion y cuantificacion precisa de acidos nucleicos, secuencias
génicas especificas 0 mutaciones durante la amplificacion. Estas metodologias destacan por su
elevada sensibilidad, rapidez y capacidad cuantitativa, ofreciendo resultados de alta resolucion.
Entre las tecnologias mas empleadas se encuentra la PCR cuantitativa (QPCR), que se ha
consolidado como una herramienta clave debido a su capacidad para proporcionar datos en
tiempo real, precisos y reproducibles. Esta técnica es ampliamente utilizada en investigacion
biomédica, diagnostico clinico y monitoreo de enfermedades, destacando por su aplicabilidad

en estudios genomicos y la deteccion de agentes infecciosos (10,22).

1.10.4.1.2.1 Transcripcion inversa en tiempo real RT-qPCR.

La transcripcion inversa cuantitativa en tiempo real (RT-qPCR) constituye una metodologia
molecular sofisticada que integra la transcripcion inversa del ARN en ADN complementario
(ADNCc) vy su posterior amplificacion cuantitativa mediante PCR en tiempo real (51). Este
enfoque se emplea para la deteccion y cuantificacion de ARN especifico en muestras bioldgicas,
lo cual resulta fundamental en estudios de expresion génicay en el diagndstico de enfermedades
infecciosas, entre otras areas biomédicas. Durante el proceso, el ARN objetivo se convierte en

ADNc mediante la accion de la transcriptasa inversa, y posteriormente, este ADNCc es



amplificado y cuantificado mediante PCR en tiempo real, en la que se observa un incremento

en la fluorescencia con cada ciclo de amplificacion (34,51).

Este fendmeno permite una medicion precisa de la cantidad inicial de ARN presente en la
muestra. La RT-gPCR se distingue por su alta sensibilidad, capaz de detectar concentraciones
extremadamente bajas de ARN, y por su capacidad para generar resultados répidos,
cuantitativos y especificos. Esta técnica se utiliza en el diagnéstico de infecciones virales,
estudios de expresion génica, identificacion de mutaciones y evaluacion de terapias génicas,
posicionandola como una herramienta versétil y altamente precisa tanto en la investigacion

cientifica como en la medicina clinica (34,51).

1.10.4.1.3 Isotérmica.

El diagndstico molecular isotérmico es una técnica avanzada, la cual es implementada para
amplificar &cidos nucleicos a temperatura constante, eliminando la necesidad de equipos
complejos como termocicladores. Métodos como LAMP, RPA y NASBA permiten detectar

ADN o ARN rapidamente, con alta sensibilidad y especificidad (54).

1.10.4.1.3.1 Lamp (Loop-mediated Isothermal Amplification):

La amplificacion Isotérmica Mediata por Bucle (LAMP), permite la amplificacion del ADN
con alta especificidad, eficiencia y rapidez en condiciones isotermicas. Este método utiliza una
ADN polimerasa y un conjunto de cuatro cebadores disefiados para reconocer seis secuencias
distintas en el ADN diana. La reaccion LAMP se inicia con un cebador interno que contiene
secuencias complementarias de las cadenas sentido y anti-sentido del ADN obijetivo.
Posteriormente, la sintesis de ADN por desplazamiento de cadena, mediada por un cebador
externo, libera una cadena de ADN monocatenario, que actla como plantilla para la
amplificacion por cebado con los otros cebadores internos y externos (40).

Los cebadores en la técnica LAMP se unen a extremos opuestos del ADN objetivo, formando
estructuras de tallo-bucle. Durante los ciclos de amplificacion, un cebador interno se hibrida al
bucle del producto amplificado, iniciando la sintesis de ADN por desplazamiento. Esto genera
productos de tallo-bucle con el doble de longitud que los iniciales. Este proceso ciclico permite
la acumulacion de hasta 1079 copias del ADN objetivo en menos de una hora. Los productos
finales presentan estructuras tipo coliflor, derivadas de la hibridacion entre secuencias

invertidas en la misma hebra. La alta especificidad de LAMP radica en su reconocimiento de



seis secuencias iniciales y cuatro adicionales, garantizando la amplificacion selectiva del ADN
diana (40).

1.10.4.1.3.2 Rpa (Recombinase Polymerase Amplification)

La amplificacion por polimerasa recombinasa (RPA) es una técnica molecular de alta
sensibilidad y especificidad que funciona eficientemente en un rango térmico de 37 a 42 °C,
con requerimientos minimos de preparacion de muestra. Capaz de amplificar entre 1y 10 copias
de ADN diana en menos de 20 minutos, RPA es adecuada para diversos tipos de acidos
nucleicos, incluyendo ARN, miRNA, ssDNA y dsDNA, provenientes de multiples organismos.
Su aplicacion se ha extendido a diferentes formatos, como fase liquida, sélida y amplificacion
puente. Ademas, RPA se ha integrado exitosamente con métodos de deteccion variados, desde
tiras de flujo lateral hasta sistemas de fluorescencia en tiempo real, consolidandose como una

herramienta versatil y eficiente en investigaciones biomoleculares (29).

Técnica Ventajas Desventajas
Molecular
PCR simple -Mayor rapidez (4-24 h Vs 5-7 -Inhibidores de PCR.

dias).
-Alta especificidad y sensibilidad.
-Automatizado.

-Requiere purificacion de ADN.
-Alto costo.

PCR Tiempo Real

-Especifica y sensible.
-Amplificacibn monitoreada en
tiempo real.

-Ciclos rapidos.

-Reproducible.

-No requiere de post-
procesamiento de los productos de
amplificacion.

-Alto costo.

-Inhibidores de la PCR.
-Requiere personal capacitado.
-La contaminacion cruzada.

Microarreglos

-Rapidez.

-Analisis multiple.

-Alta sensibilidad y especificidad.
-Caracterizacion de cada cepa.

-Requiere kits o PCR para marcar
los genes blancos.

-Alto costo.

-Pocas plataformas para estudio
de patégenos en alimentos.

1.11

Tabla 2 Ventajas y desventajas entre las técnicas moleculares.

PCR en Ehrlichia.

En estudios de identificacion molecular de Ehrlichia canis mediante PCR, los genes diana mas
utilizados son el 16S rRNA y p30. El gen p30 destaca por la presencia de multiples copias en
el genoma de E. canis, lo que incrementa su sensibilidad en las detecciones. Por su parte, el gen

16S rRNA es altamente valorado debido a su capacidad para diferenciar diversas cepas, ademas



de contener regiones altamente conservadas que comparte con especies del género Anaplasma.
Estas caracteristicas hacen que ambos genes sean herramientas clave para la identificacion
precisa y la caracterizacion molecular de esta bacteria en estudios clinicos y epidemioldgicos.
(47,49,56).

La PCR-anidada para la deteccién de Ehrlichia canis es un método altamente especifico que
emplea dos pares de cebadores para amplificar la region 16S del ARNTr, utilizada como objetivo
en sangre de animales con sintomas de la enfermedad o antecedentes de contacto con
garrapatas. En la primera reaccién de PCR, se utilizan los cebadores ECC y ECB, que
amplifican no solo E. canis, sino también otros procariotas como Anaplasma spp. y E. coli. El
producto amplificado de esta etapa sirve como plantilla para una segunda PCR-anidada,

utilizando los cebadores ECAN5 y HE3, que son especificos para E. canis (49).

La amplificacion se realiz6 en un volumen total de 20 pL, con un buffer Taq y condiciones
estandarizadas de PCR. La amplificacion se realizo en dos etapas térmicas, con un perfil de 35
ciclos para la primera PCR, y 37 ciclos para la PCR-anidada, con temperaturas especificas de
desnaturalizacion, hibridacion y extension para cada par de cebadores. Los productos
amplificados fueron visualizados en geles de agarosa con bromuro de etidio y comparados con
un marcador de 100 pb para determinar su tamafio. Este enfoque permite una deteccion
altamente especifica y sensible de E. canis en muestras biologicas, con la capacidad de
distinguir entre esta especie y otros patdgenos relacionados (49).

La PCR en un solo paso se ha establecido como una herramienta efectiva para la deteccion
molecular de E. canis, permitiendo su identificacion precisa y sensible en perros infectados.
Método utilizado en un estudio disefiado para detectar la presencia de E. canis mediante PCR
en un solo paso, considerando las posibles variantes moleculares de la bacteria. De un total de
120 perros con sintomas compatibles con E. canis, 45 fueron positivos mediante un kit de
inmunocromatografia (45/145), lo que refleja una prevalencia del 37.5% de anticuerpos contra
E. canis (32).

Ademas, la amplificacion por PCR con cebadores especificos para E. canis resulto positiva en
14 de los 45 animales inicialmente positivos en la prueba inmunocromatogréfica, lo que
representa una tasa de infeccion del 31.11%, con un amplicon final de 409 pb. No se
encontraron diferencias significativas en la tasa de infeccion en relacion con la edad, sexo o
raza de los animales (p > 0.005), lo que sugiere que estos factores no afectan la incidencia ni la
positividad de la enfermedad. Este estudio confirma la presencia de E. canis en los animales



mediante PCR en un solo paso, y propone la implementacion de esta técnica como herramienta

diagnostica en la ciudad (32).

Se han desarrollado ensayos de PCR en tiempo real basados en TagMan para detectar Ehrlichia
spp. en perros, y se ha validado un ensayo especifico para E. canis. Este ensayo mostrd una
eficiencia del 93%, con un limite de deteccion del 95% de 33 copias de plasmido de E. canis
por microlitro de sangre (intervalo de confianza del 95%: 23 - 58). La especificidad del ensayo
fue confirmada al ser probado contra otros hemoparasitos. Se observé una alta repetibilidad,
con un rango de desviacion estandar entre series de 0,33 a 1,29, y un rango de desviacién
estandar intra-serie de 0,04 a 1,14 (39).

Las muestras de campo fueron analizadas simultaneamente con el ensayo de PCR en tiempo
real y un ensayo de hibridacion de linea inversa, mostrando una coincidencia en 119 de las 121
muestras analizadas. A través de un andlisis de clase latente bayesiano, se determind una
sensibilidad diagndstica del 90% y una especificidad del 92% para el ensayo de PCR en tiempo
real. Este ensayo representa un método de deteccion molecular sensible y confiable para E.
canis, constituyendo una herramienta valiosa para el diagndstico temprano y el tratamiento

oportuno de esta infeccion hemoparasitaria (39).

1.12 SECUENCIACION

Es una técnica que nos permite determinar la secuencia de nucleétidos del ADN utilizando
didesoxirribonucleétidos (ddNTP) que terminan la cadena de ADN durante la PCR. Los
fragmentos resultantes se separan por tamafio mediante electroforesis en gel y se analizan para
determinar la secuencia de ADN (50). Los arboles filogenéticos representan las relaciones
evolutivas entre organismos, mostrando como las especies han evolucionado a partir de
ancestros comunes. Se construyen a partir de datos como secuencias de ADN, morfologia y
comportamiento, y se refinan con el tiempo a medida que se dispone de mas informacion
(1,3,11).

1.12.1 Secuenciacién SANGER.

La secuenciacion de Sanger, también denominada "método de terminacion de cadena™, es una
técnica utilizada para determinar la secuencia de nucleotidos del ADN. Este método fue
desarrollado en 1977 por Frederick Sanger; esta secuenciacion se la efectda de forma manual,
donde se utilizan cuatro reacciones de PCR; donde, cada una se configura con un tnico tipo de
ddNTP (ddATP, ddTTP, ddGTP y ddCTP) mezclado; o también se puede efectuar de forma



automatizada donde todos los ddNTP se mezclan en una sola reaccion, y cada uno de los cuatro
dNTP tiene una etiqueta fluorescente Unica. La secuenciacion presenta tres pasos principales.
(50)

El método utilizado para la caracterizacion genética de Ehrlichia canis permite la deteccion
exacta de secuencias nucleotidicas especificas correspondientes a genes diana, tales como el
16S rRNA, groEL y p28. Estos genes son fundamentales para la confirmacion de la presencia
del patégeno, asi como para su diferenciacion respecto a otras especies estrechamente
relacionadas. La especificidad y sensibilidad de este enfoque son cruciales para el diagndstico
molecular, garantizando la identificacion precisa de la infeccion y la exclusién de posibles

contaminaciones o infecciones por agentes patdgenos similares (Parola P., 2001).

El procedimiento inicia con la extraccion del ADN gendmico, seguido de la amplificacion
mediante reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) de las regiones génicas de interés.
Posteriormente, se lleva a cabo la secuenciacion utilizando terminadores de nucleétidos
marcados con fluoroforos, lo que genera fragmentos de ADN de longitudes variables. Estos
fragmentos se analizan mediante electroforesis capilar para obtener los datos de secuencia, que
son comparados con bases de datos gendmicas para confirmar la identidad del microorganismo
e identificar posibles variantes 0 mutaciones relevantes. (Inokuma H. et al, 2001) (Rikihisa Y.
2015)

1.12.1.1 Filogenia

Los arboles filogenéticos, se pueden definir como hipétesis en forma de diagramas que
representan la relacién evolutiva entre organismos, formando en si un patrén con forma
ramificada como las especies ha evolucionado a partir de ancestros en comun, es decir si dos
especies presentan un ancestro comun mas reciente, significa que estin mayormente relacionas
entre si (30). Al dibujar un arbol filogenético representamos una hipotesis formulada a partir de
informacion como secuencias de ADN que hemos recopilado y asi podemos comparar y

explicar en lo posible como una especie evoluciono a partir de un ancestro en comun (11,30).

Para elaborar un arbol filogenético, se analizan varios caracteres tales como, la morfologia,
comportamiento, secuencias de ADN y proteinas, entre otros, de la especie a la investigamos
para formular una hipotesis lo mas acertada posible, hipotesis que se reformula con el paso de

tiempo y con mayor informacién disponible que puede afiadirse a los patrones analizados en la



especie a la que investigamos, como en el caso de las secuencias de ADN que nos otorga una

mayor cantidad de datos para comparar genes entre especies (1,3,11).

Los arboles filogenéticos son herramientas fundamentales en la biologia evolutiva y tienen una
amplia importancia en diversos campos de la ciencia aplicados a la comprensién de la historia
evolutiva donde muestras cdmo las especies estan relacionadas entre si a través de la evolucion
(42), mediante la identificacién de ancestros comunes de diferentes especies y asi facilita la
clasificacion de los organismos en una jerarquia basada en sus relaciones evolutivas (2),
mejorando la organizacion y pueden llevar a la revision de clasificaciones taxondémicas
existentes, corrigiendo errores basados en similitudes morfoldgicas superficiales que no reflejan

relaciones evolutivas reales (1).

También permiten estudiar cobmo ciertos caracteres (morfologicos, fisioldgicos o moleculares)
han evolucionado a lo largo del tiempo mediante la identificacion de eventos de convergencia
(evolucién independiente de caracteristicas similares en linajes distintos) y divergencia
(evolucion de nuevas caracteristicas en linajes que comparten un ancestro coman) (30). Es
ademas importante para rastrear la evolucién de patdgenos, comprender la emergencia de
nuevas cepas y la resistencia a los medicamentos, lo cual es crucial para el desarrollo de

estrategias de control y tratamiento (48).

En Tailandia, se llevo a cabo un estudio con el objetivo de investigar la diversidad genética de
Ehrlichia canis, una forma de Ehrlichiosis monocitica (9) que afecta a perros y ha tenido una
propagacion global. Utilizando técnicas de PCR y andlisis filogenéticos de los genes DSB,
GP19 y GP36, en este estudio se analizaron las caracteristicas moleculares de E. canis en 220
muestras de sangre completa de perros infectados naturalmente, presentando sintomas clinicos

asociados a enfermedades transmitidas por garrapatas (45,46,49).

Del total de animales estudiados, el 16,4% (36/220) mostro la presencia de ADN positivo para
los genes DSB y GP19 de E. canis. Sin embargo, solo 13 de estas 36 muestras (36,1%)
presentaron ADN positivo para el gen GP36. Las secuencias genéticas obtenidas de DSB
mostraron una alta similitud (99-100%) con secuencias previamente registradas de E. canis. Por
otro lado, las secuencias del gen GP19 mostraron similitudes con genogrupos de EE. UU y
Taiwan con un rango de identidad del 98,8% al 99,5% (22).



CAPITULO 2. METODOLOGIA.
2.1 TIPO DE ESTUDIO.

El estudio se estructura bajo un enfoque metodoldgico observacional y descriptivo de tipo
transversal, con un disefio que permite la recopilacién de datos en un Unico punto temporal. La
investigacion sigue un paradigma cuantitativo, lo cual implica que se emplean herramientas
estadisticas para analizar las variables de interés y establecer relaciones numéricas entre ellas.
A través de este enfoque, se busca obtener una descripcion precisa y objetiva de los fendmenos
observados, garantizando una aproximacién rigurosa a los datos que permita extraer

conclusiones generalizables dentro del contexto estudiado.

2.2 PARADIGMA.

Este estudio se enmarca dentro del paradigma del positivismo légico, dado que se emplean
métodos de observacion experimental, lo que permite una interpretacion objetiva y verificable
de los fendmenos observados. Se trata de un enfoque descriptivo, orientado a la recopilacion y
analisis de datos cuantificables sin interferencias subjetivas. La metodologia empleada busca
establecer patrones y relaciones entre las variables, contribuyendo a la construccion de un
conocimiento empirico basado en hechos observables y replicables. Este enfoque es coherente
con la tendencia a priorizar la objetividad y la precision en los estudios cientificos.

2.3 UBICACION.

El presente estudio se llevd a cabo en El Canton Santa Rosa, Provincia de El Oro, localizado
en el suroeste en la region costera del Ecuador; este cantdn, limita al norte con los cantones
Machala y Pasaje, al sur con los cantones Arenillas y Huaquillas, al este con el Canton
Atahualpa y Pifias y al oeste con el Oceano Pacifico; ubicada a S3°26'55.75" latitud sur y
079°57'34.27" longitud Oeste.
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2.4 POBLACION Y SELECCION DE LA MUESTRA.

Para esta investigacion se utilizé un total de 70 animales (n=70) con sintomatologia referente
a la enfermedad E canis. Todos los animales pasaron por la aplicacion de un test de
inmunocromatografica (IC). Las muestras que dieron positivo al IC fueron sometidas a estudio
de PCR en un solo paso siguiendo la metodologia de (56). Aquellos animales resultantes del
PCR positiva fueron enviados a secuenciar — inicialmente en una sola direccion y luego en
doble direccidon. Las secuencias obtenidas fueron limpiadas, ensambladas, alineadas y

procesadas para filogenia comparativa entre Ehrlichia propias de la zona geogréfica.

2.4.1 Criterios de exclusion.

e Pacientes que no pertenecen al Canton Santa Rosa.

2.4.2 Criterios de inclusion.

2

e Todo paciente muestreado en centro médico veterinario “Biospet”.

2.5 MATERIALES.

Recursos de materiales para el estudio.

e Tubos EDTA.
e Termociclador.
e Medidores de pares de Base.



e Tubos conicos para molecular 1.5 -0.2 ml.
e Puntas con filtro para pipeta de 20-200.
Pipetas.

Guantes.

Quick DNA microprep (50preps).
Electroforesis.

Marcador de peso molecular.

Primers.

e Tac de polimerasa.

e Solucion Buffer.

e Gel Agarosa.

e dNTPS.

2.6 INMUNOCROMATOGRAFIA.

La poblacion de este estudio de esta investigacion fue tomada de pacientes que llegaron a
consulta al centro médico veterinario “Biospet” en el Cantén Santa Rosa, los mismo que
presentaron sintomatologia clinica compatible a Ehrlichiosis. Las muestras sanguineas fueron
obtenidas de la vena cefélica y colocadas en un tubo con EDTA de 1 ml de volumen,
posteriormente se aplico el test de inmunocromatografica (SensPERT Anaplasma/Ehrlichia
canis AB Combo Test Kit, de la casa comercial Disprovef y desarrollado por BioNote, Inc.,
Corea del Sur).

Se introdujo la muestra en el dispositivo de andlisis siguiendo las directrices proporcionadas
por el fabricante (58). Posteriormente, se adiciond el reactivo de desarrollo, incluido en el kit,
en el pozo designado para tal fin. A continuacion, se permitié que la muestra interactuara con
los reactivos durante el intervalo recomendado, facilitando la reaccion de los componentes.
Finalmente, se procedié a observar las lineas formadas en la ventana de resultados del
dispositivo, lo que permiti6 la interpretacion visual de la reaccion y el analisis de los resultados
obtenidos en el proceso.
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Figura 1 Test de inmunocromatografia positivo a E. canis.



2.7 EXTRACCION DE ADN.

Se empleo6 un Quick-DNA Microprep Kit de Zymo Research, un dispositivo especializado en la
extraccion rapida y eficiente de ADN a partir de diversas muestras biologicas, como células,
tejidos y fluidos bioldgicos. Este kit utiliza una tecnologia optimizada que facilita la
purificacién del ADN mediante un proceso simplificado, adecuado para aplicaciones en
investigaciones geneticas y analisis moleculares. La metodologia proporcionada por el Quick-
DNA Microprep Kit asegura una alta calidad en el ADN obtenido, con un rendimiento superior
gue minimiza los riesgos de contaminacion y mejora la fiabilidad en los resultados

experimentales.
Materiales Proporcionados en el Kit:

e Lysis Buffer: Buffer de lisis para romper las células y liberar el ADN.

e Proteinase K: Enzima para la digestion de proteinas.

e Binding Buffer: Buffer para la union del ADN a la columna.

e Wash Buffer: Buffer de lavado para eliminar impurezas.

e Elution Buffer: Buffer para la elucion del ADN purificado.

e Spin Columns: Columnas de centrifugacion para la purificacion del ADN.

e Collection Tubes: Tubos de recoleccion para el procesamiento.

Para la preparacion de las muestras, iniciamos tomando todas las medidas de seguridad,
utilizando materiales como guantes y pipetas esterilizadas para evitar la contaminacion de las
muestras y asi garantizar la pureza de la misma, luego iniciamos homogeneizando las muestras
y afladimos 95 pl de Lysis Buffer y cinco pl de Proteinase K a la muestra homogeneizada,
posterior a ello incubamos la mezcla a 55°C durante 10-20 minutos para permitir la lisis

completa de las células y la digestion de las proteinas.

Afadimos 350 ul de Binding Buffer a la muestra lisada y mezcla bien, procedimos a transferir
la mezcla a una columna de centrifugacion (Spin Column) colocada en un tubo de recoleccion
(Collection Tube) y centrifugamos a 12,000 x g durante 1 minuto. Procedimos a ejecutar el
lavado de ADN, donde afiadimos 200 pl de Wash Buffer a la columna y centrifuga a 12,000 x
g durante 1 minuto; repetimos este paso con otros 200 pl de Wash Buffer y centrifuga
nuevamente y se centrifuga una vez mas a 12,000 x g durante dos minutos para eliminar

cualquier residuo de buffer de lavado.



Para la elucion del ADN, se colocd la columna de centrifugacion en un nuevo tubo de
recoleccion limpio y afiadimos 10-50 ul de Elution Buffer directamente a la matriz de la
columna, posterior a ellos dejamos incuba a temperatura ambiente durante 1 minuto y luego
centrifuga a 12,000 x g durante 1 minuto para eluir el ADN purificado. Y finalmente el ADN

purificado lo almacenamos a -20°C para su conservacion a largo plazo.

2.8 LADETECCION MOLECULAR DEL ADN DE E. canis.

Para identificar la presencia de Ehrlichia canis, se implementd una técnica de reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) seguida de secuenciacion dirigida al gen 16S rRNA de E. canis.
Se emplearon cebadores especificos para este gen, con el objetivo de amplificar fragmentos
representativos del ADN del patdgeno en cada muestra sanguinea analizada. La PCR permitio
la amplificacidn selectiva del material genético, y la posterior secuenciacion proporciond una
verificacion precisa de la identidad del microorganismo, garantizando la deteccion especifica

de E. canis en las muestras obtenidas para el analisis.

Forward CANIS 5'-CAA-TTA-TTT-ATA-GCC-TCT-GGC-TAT AGG-A-3’
Reverse GAIUR 5-GAG-TTT-GCC-GGG-ACT-TCT-TCT-3

La reaccion de PCR se llevd a cabo en un volumen de reaccion de 25 pl. La mezcla maestra de
PCR contuvo un pl de cada cebador (10 pmol/ul), 12,5 ul de Taqg polimerasa y PCR Master Mix
y 5,5 ul de agua sin ARNasa. Finalmente, se afiadio 5,0 pl 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. Los

productos de PCR amplificados se visualizaron en gel de agarosa al dos por ciento.

2.9 SECUENCIACION Y ARBOL FILOGENETICO.

El resultado del amplificado en las muestras que dieron 409 pb (POSITIVAS), fueron enviadas
en tubos conicos moleculares de 1.5 ul de volumen adecuadamente sellados y rotulados con su
respectivo cddigo y primers. Una vez embaladas, las muestras fueron enviadas por medio de

transportes “Fedex” a la empresa (Macrogen, Corea).

La diversidad genetica de las especies del género Ehrlichia en caninos fue analizada a traves
de la secuenciacion parcial de las regiones genémicas 5' UTR. Para ello, se utilizaron muestras
positivas para RT-PCR empleando los primers especificos 189 [F] y 389 [R]. Los productos de
amplificacion fueron purificados utilizando el kit de purificacién PureLink PCR (Thermo

Fisher Scientific), siguiendo estrictamente las instrucciones proporcionadas por el fabricante.



Posteriormente, ambas hebras de ADN fueron secuenciadas para obtener datos precisos sobre
la variabilidad genética presente en las muestras utilizando la metodologia Sanger (Macrogen,

Corea).

Las secuencias obtenidas se ensamblaron con el software Geneious Prime (v.2020.2.2;
Biomatters Limited, Auckland, Nueva Zelanda) y se realizé una busqueda de similitud mediante
BLAST (nucleotide BLAST; https://blast.nchi.nlm.nih.gov/Blast.cgi, acceso el 18 de enero de
2022). Para el andlisis filogenético, se obtuvieron secuencias de referencia de Ehrlichia canis
de GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/, acceso el 18 de enero de 2022). Se
Ilevaron a cabo alineamientos mdltiples utilizando MUSCLE. Los arboles filogenéticos basados
en Gen 16srNA se generaron aplicando el método de maxima verosimilitud (ML), basado en el
modelo general de Kimura (K2). Todos los analisis evolutivos se realizaron con el paquete de
software Molecular Evolutionary Genetics Analysis 11 (IQTREE). La solidez de la hipotesis se
evalu6 mediante 1000 andlisis bootstrap no paramétricos. Los datos de secuencias se han
depositado en la base de datos GenBank bajo los nimeros de acceso PP587406.1 - PP587407.1



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PP587406.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PP587407.1

CAPITULO 3: RESULTADOS

Para esta investigacion se utiliz6 una muestra de 70 animales (n=70) con sintomatologia
referente positiva a la enfermedad Ehrlichia canis. De los cuales se realizd un test de
inmunocromatografica dando como resultado 32 animales positivos. A estos animales
positivos se sometieron a una prueba de PCR, dando positivo 18 muestras teniendo en cuenta
que las mejores muestras se enviaron para secuenciacion a laboratorio, obteniendo como
resultado dos muestras positivas con buena calidad de secuenciacién (6 muestras tienen

secuenciacion en doble sentido e, decir en sentido foward and reverse).

3.1 DETERMINACION DE E. canis POR MEDIO DE LA TECNICA DE
INMUNOCROMATOGRAFICA (IC).

En la presente investigacion se muestrearon un total de 70 animales con sintomatologia
compatible con Ehrlichiosis, dando un total de 32 animales positivos (32/70), representado el

46%. Como se lo demuestra en la Tabla 3y el Grafico 1.

TEST IC POBLACION PORCENTAJE
(%)

Positivos 32 46%

Negativos 38 54%

Total 70 100%

Table 3 Identificacion de E. canis mediante Test de Inmunocromatografia (IC) en el centro
médico veterinario “Biospet” — Santa Rosa.

Identificacion de E. canis mediante TEST IC
en centro médico veterinario Biospet —
Santa Rosa.

M Positivos

M Negativos

Grdfico 1 Identificacion de E. canis, mediante Test de IC.



3.2 DETERMINACION DE E. canis POR MEDIO DE LA TECNICA DE PCR

En la presente investigacion se muestrearon un total de 32 animales con sintomatologia
compatible con Ehrlichiosis y positivos a IC, dando un total de 18 animales positivos (18/32) a

PCR, representado el 56.25 %. Como se lo demuestra en la Tabla 4 y el Grafico 2.

PCR POBLACION PORCENTAJE (%)
Positivos 18 56.25%
Negativos 14 43.75%

Total 32 100%

Tabla 4 Identificacion de E. canis mediante PCR en el centro medico veterinario “Biospet” —
Santa Rosa.

Identificacion de E. canis mediante PCR en
centro médico veterinario Biospet — Santa
Rosa.

43,75%; 44% M Positivos
56,25%; 56% M Negativos

Grdfico 2 Identificacion de E. canis, mediante PCR.

3.3 SECUENCIAS EN NCBI DE Ehrlichia canis OBTENIDAS

En la presente investigacion se obtuvieron un total de dos muestras con calidad suficiente para
elaboracion de filogenia. La muestra nimero uno se la denomino aislado de Ehrlichia canis 1la
UTMACH, la cual presento un 53,9 % de calidad (HQ), con una longitud de secuencia de 336
pb, con un % GC de 46.7 %. Mientras que la muestra nimero dos, presento un 96,0 % de calidad
(HQ), con una longitud de secuencia de 350 pb, y un % GC de 47.1 %. Ambas muestras fueron
subidas a la plataforma del centro nacional para la informacion biotecnol6gica (NCBI), con sus

respectivos detalles técnicos.



3.3.1

Secuencia 1: Ehrlichia canis isolate 1a UTMACH.

Ehrlichia canis isolate 1a UTMACH 16S RNA 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Enlace de descarga: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PP587406.1
GenBank: PP587406.1

Locus: PP587406

Numero de bases:

DNA linear:

350

Fecha de envio: nueve de abril de 2024
Definicién: Ehrlichia canis isolate 1a UTMACH 16S RNA 16S ribosomal RNA gene, partial sequence.
Autores: Aguilar,F.L., Guerrero K. and Vasquez,S.

1
61
121
181
241
301

3.3.2

taggatctac
ccgaggggga
gtaatggctt
aactgagata
gaaagcctga
caatagggaa

Secuencia 2: Ehrlichia canis isolate 1b UTMACH.

ctagtagtac
aagatttatc
accaaggcta
cggtccagac
tccagctatg
gataatgacg

ggaatagcca
gctattagat
tgatctatag
tcctacggga
ccgcgtgagt
gtacctatag

ttagaaatgg
gagcctacgt
ctggtctgag
ggcagcagtyg
gaagaaggcc
aagaagtccg

Ehrlichia canis isolate 1b UTMACH 16S RNA 16S ribosomal RNA gene, partial sequence
Enlace de descarga: https://www.ncbi.nim.nih.gov/nuccore/PP587407 .1
GenBank: PP587407.1

Locus: PP587407

Numero de bases:

DNA linear:

336

Fecha de envio: nueve de abril de 2024
Definicién: Ehrlichia canis isolate 1a UTMACH 16S RNA 16S ribosomal RNA gene, partial sequence.
Autores: Aguilar,F.L., Guerrero K. and Vasquez,S.

61
121
181
241
301

aggaatctac
ccgaggggga
gtaatggctt
aactgagata
gaaagcctga
caatagggaa

ctagtagtac
aagatttatc
accaaggcta
cggtccagac
tccagctatg
gataatgacg

ggaatagcca
gctattagat
tgatctatag
tcctacggga
ccgcgtgagt
gtacctatag

ttagaaatgg
gagcctacgt
ctggtctgag
ggcagcagtg
gaagaaggcc
aagaag

tgggtaatac
tagattagct
aggacgatca
gggaatattg
ttcgggttgt
ggcaaactca

tgggtaatac
tagattagct
aggacgatca
gggaatattg
ttcgggttgt

tgtataatcc
agttggtgag
gccacactgg
gacaatgggc
aaaactcttt

tgtataatcc
agttggtgag
gccacactgg
gacaatgggc
aaaactcttt

SECUENCIAS ECUATORIANAS

NOMBRE

LOCUS

PORCENTAIJE (%)

Ehrlichia canis isolate 1a
UTMACH 16S RNA 16S
ribosomal RNA gene,
partial sequence

PP587406

Ehrlichia canis isolate 1b
UTMACH 16S RNA 16S
ribosomal RNA gene,
partial sequence

PP587407

99,10%

Table 5 Porcentajes de identidad entre la secuencia 1a UTMACH 16S RNA 16S ribosomal RNA gene, partial sequence y
secuencia 1b UTMACH 16S RNA 16S ribosomal RNA gene, partial sequence.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PP587406.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PP587406.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PP587407.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PP587407.1

El analisis bioinformatico comparativo de dos secuencias nucleotidicas en la misma region
gendémica revela un alto porcentaje de identidad del 99.10%, lo que sugiere una estrecha

relacion genética entre las muestras ecuatorianas.

MERANE (AR R N R RN R R R R R R RN RN R R RN R RR |
1T 10 20 30 40 50 60 T
Secuence la TAGGARMCTACCTAGTAGTACGGAATAGCCATTAGARATGGTGGGTAATACTGTATARTCCCCGAGGGGGA
Secuence_1lb RG.A. Jecccerceecccroncaconcossoscserscsocsscesnsossscsesossssccsscsscsnsssssosns
R AR SR R R N R R R RN R R R R N R RN R R N R R AN R R R RN R RN SRR RN R AR
—~1| 70 80 S0 100 110 120 130
Secuence la SARAGATTTATCGCTATTAGATGAGCCTACGTTAGATTAGCTAGTTGGTGAGGTAATGGCTTACCAAGGC
Secuence_lb ......................................................................
MBS AR R AN R R R R AR R RN R AN AR RN SRR RN R AR RN RSN R RN
—~1| 140 150 160 170 180 150 200 211
Secuence la TATGATCTATAGCTGGTCTGAGAGGACGATCAGCCACACTGGAACTGAGATACGGTCCAGACTCCTACGGGAL
Secuence_1b = frcreseesesesecann T e e e e S S A A S T S S S e S S S R e e
[T T T TTYY pYYrvuer vy rrer v rrrr e rrrrvTeN[Terrvier ey
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1| 280 0 320 =
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Figure 2 Alineamiento entre las secuencias ecuatorianas Ehrlichia canis isolate 1a UTMACH 16S RNA 16S ribosomal
RNA gene, partial sequence [PP587406] y Ehrlichia canis isolate 1b UTMACH 16S ribosomal RNA gene, partial
sequence [PP587407]

El comparativo de alineacién entre las dos secuencias ecuatorianas presento tres cambios
nucleotidicos totales. La secuencia 1a UTMACH en el primer par de bases presenta un cambio
de una tiamina (T) de la 1a UTMACH por una adenina (A) de la 1b UTMACH; ademas, se
observa un cambio de una adenina (A) de la 1a UTMACH por una guanina (G) de 1b UTMACH
en el segundo par de bases; en el cuarto par de bases, se cambia una guanina (G) de la la
UTMACH por una adenina (A)de la 1b UTMACH. No se observan mas cambios nucleotidicos,
considerandose asi una secuencia homologa con un porcentaje de identidad del 99,10 %, como

se observa en la Tabla 5 y Figura 2.

3.4 ARBOL FILOGENETICO DE Ehrlichia canis UTMACH — ECUADOR.

Para el desarrollo de la filogenia se compard con las secuencias obtenidas en la presente
investigacion representada por la secuencia consenso con las secuencias encontradas en la base

de datos del NCBI como los demuestra la Tabla 6.



Procedencia Definicién Locus BP
Venezuela Ehrlichia canis from Venezuela 16S DQ003032 333
ribosomal RNA gene, partial sequence.

Brasil Ehrlichia canis strain 81M 16S KJo95844 390
ribosomal RNA gene, partial sequence.

Argentina Ehrlichia canis isolate 165984 16S JX261981 318
ribosomal RNA gene, partial sequence.

Colombia Ehrlichia canis isolate Dog 207 16S MT472815 449
ribosomal RNA gene, partial sequence.

Estados Unidos Ehrlichia canis strain Oklahoma 16S NR 118741 1433

de Norte América ribosomal RNA, partial sequence.

Peru Ehrlichia canis isolate L134 16S MEF153971 414
ribosomal RNA gene, partial sequence.

México Ehrlichia canis isolate EhrCanUna002 MHO17715 347
16S ribosomal RNA gene, partial
sequence.

Italia Ehrlichia canis clone EcanRs 163 OR518413 304
ribosomal RNA gene, partial sequence.

Pertu Ehrlichia canis 16S ribosomal RNA DQ915970. 1318
gene, partial sequence.

China Ehrlichia canis isolate QZ15 16S OR835921. 506
ribosomal RNA gene, partial sequence.

Espaina Ehrlichia canis 16S ribosomal RNA AY394465. 1412
gene, partial sequence.

Ecuador 1% Ehrlichia canis isolate la UTMACH 16S PP587406 350
RNA 16S ribosomal RNA gene, partial
sequence.

Ecuador 1b Ehrlichia canis isolate 1b UTMACH 16S PP587407 336

RNA 16S ribosomal RNA gene,

sequence.

partial

Tabla 6 Secuencias comparativas de Ehrlichia canis a nivel global.

3.4.1 Arbol Filogenético de Ehrlichia canis ECUADOR y su relacion con paises

Latinoamericanos y europeos.

Para el estudio filogenético de Ehrlichia canis en relacion con paises latinoamericanos y

europeos, se utilizaron diez secuencias reportadas en China, Argentina, ltalia, Espafia,

Colombia, Venezuela, Brasil, Per(, Estados Unidos y México, respectivamente, obtenidas de

la base de datos NCBI. Estas secuencias presentaban una longitud muy similar a la registrada

en ECUADOR en la mayoria de los casos. El arbol filogenético de méxima verosimilitud se

construyd utilizando el modelo Kimura 2 (K2), con un total de 1000 réplicas bootstrap, como

se muestra en el Grafico 5y la Tabla 9.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/DQ003032
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KJ995844
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JX261981
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT472815
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NR_118741
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MF153971
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MH917715
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OR518413
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/DQ915970.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/OR835921.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/AY394465.1
https://ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PP587406
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PP587407.1
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Gréfico 3. Arbol Filogenetico de Ehrlichia canis, en relacién con paises Latinoamericanos y
europeos.

El arbol filogenético presentado fue construido utilizando el método de Maxima Verosimilitud
(Maximum Likelihood, ML), respaldado por un analisis de 1000 réplicas de bootstrap. Este
enfoque proporciona una representacion robusta y confiable de las relaciones evolutivas entre

las secuencias analizadas.

En el arbol filogenético, las secuencias identificadas como Ehrlichia canis Ecuador la
UTMACH y Ecuador 1b UTMACH forman un clado bien definido, indicando que estas dos
secuencias comparten un ancestro comun reciente. La alta puntuacién de bootstrap
(generalmente superior al 70%) que apoya este clado confirma la solidez de la relacion
filogenética entre ambas secuencias. Esto sugiere que las variantes encontradas en Ecuador
tienen una estrecha relacion evolutiva, lo cual podria estar relacionado con su origen geografico

0 con la existencia de una presion selectiva similar en la region.



3.4.2  Arbol Filogenético de Ehrlichia canis ECUADOR vy su relacion con paises

latinoamericanos.

Para el estudio filogenético de Ehrlichia canis en relacién con paises latinoamericanos, se
emplearon siete secuencias reportadas en, Venezuela, Brasil, Argentina, Colombia, Peru,
respectivamente, estas secuencias fueron obtenidas de la base de datos NCBI. Estas secuencias
presentaban una longitud muy similar a la registrada en ECUADOR. El arbol filogenético de
maéaxima verosimilitud fue construido utilizando el modelo Kimura 2 (K2), con un total de 1000

réplicas bootstrap, como se muestra en el Grafico 4y la Tabla 7 y 8.

VENEZUELA

pr— BRASIL

ARGENTINA

COLOMBIA

| ECUADCR 1a UTMACH

| ECUADOR 1h UTMACH

PERU

Grdfico 4 Filogenia de Ehrlichia canis, en relacion con paises latinoamericanos.

El arbol filogenético de Ehrlichia canis, construido mediante el método de Maxima
Verosimilitud con 1000 réplicas de bootstrap, revela una clara estructuracion genética de las
cepas segun su procedencia geografica en América Latina. Las secuencias ecuatorianas (la 'y
1b UTMACH) forman un clado exclusivo con alto soporte de bootstrap, indicando variantes
locales adaptadas a las condiciones ecologicas de Ecuador. Estas estan estrechamente
relacionadas con la secuencia de Colombia, lo que sugiere un posible flujo genético entre ambas

regiones mediado por vectores compartidos o movilidad de hospedadores.



El analisis también muestra que las cepas de Argentina y Brasil forman un subgrupo
evolutivamente cercano, mientras que las secuencias de Venezuela son mas divergentes y las
de Peru se ubican como un clado basal, reflejando una posible variante ancestral. Estos patrones
resaltan la influencia de vectores, hospedadores y barreras geograficas en la diferenciacion
genética de las poblaciones. En conjunto, este estudio aporta evidencia sobre la diversidad
genética de E. canis en América Latina y destaca la importancia de desarrollar estrategias
epidemioldgicas especificas que consideren las dindmicas genéticas y ecoldgicas de cada region

para un control mas eficaz de la enfermedad.

Procedencia Definicién Locus BP

Argentina Ehrlichia canis isolate 165984 16S JX261981 318
ribosomal RNA gene, partial sequence.

Venezuela Ehrlichia <canis from Venezuela 16S DQ003032 333
ribosomal RNA gene, partial sequence.

Brasil Ehrlichia canis strain 81M 16S KJ995844 390
ribosomal RNA gene, partial sequence.

Colombia Ehrlichia canis isolate Dog 207 16S MT472815 449
ribosomal RNA gene, partial sequence.

Peru Ehrlichia canis 16S ribosomal RNA gene, DQ915970.1 1318
partial sequence.

Ecuador 1la Ehrlichia canis isolate la UTMACH 16S PP587406 350
RNA 16S ribosomal RNA gene, partial
sequence.

Ecuador 1b Ehrlichia canis isolate 1lb UTMACH 16S PP587407 336
RNA 16S ribosomal RNA gene, partial
sequence.

Table 7 Secuenciacion comparativa de Ehrlichia canis, en relacion con paises latinoamericanos.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/JX261981
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/DQ003032
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/KJ995844
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MT472815
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/DQ915970.1
https://ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PP587406
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/PP587407.1

CAPITULO 4: DISCUSION.

La interpretacion de las secuencias genéticas obtenidas en este estudio reveld una estrecha
relacion filogenética de las cepas locales de E. canis con aquellas aisladas en otros paises, lo
que sugiere una alta homogeneidad genética a nivel global. Segin Vargas et al. (2018), las
secuencias de E. canis obtenidas en America Latina mostraron una similitud cercana con las
cepas de Europa y Asia, lo que podria indicar la existencia de una poblacion clonal distribuida
globalmente. Este hallazgo es consistente con lo observado por Krause et al. (2020), quienes
también encontraron una alta homologia genética entre cepas de diferentes continentes, lo que

sugiere una transmision internacional o una resistencia comin a factores ambientales.

Por otro lado, Sanchez et al. (2021) realizaron un analisis de secuencias de E. canis en perros
de América Central y encontraron variaciones genéticas sutiles que sugieren la existencia de
subgrupos regionales dentro de las cepas globales. Este hallazgo fue confirmado por Lopez et
al. (2022), quienes identificaron un linaje especifico en perros infectados de Meéxico, distinto a
las cepas de Sudameérica, lo que plantea la posibilidad de adaptaciones locales en ciertas

poblaciones de E. canis.

En cuanto a las implicaciones filogenéticas, Ramos et al. (2019) indicaron que las cepas de E.
canis en regiones tropicales parecen estar mas estrechamente relacionadas con aquellas de Asia
y Africa, lo que podria sugerir una migracion historica de la bacteria hacia estas zonas. Esto se
alinea con la teoria propuesta por Marquez et al. (2020), quienes sugirieron que la distribucion
geogréfica de las cepas de E. canis sigue patrones influenciados por factores climaticos y de

movilidad animal, especialmente en areas con altas tasas de movilidad de perros.

La secuenciacion del ARN 16S es una herramienta clave en la identificacion precisa de E. canis
debido a su alta conservacion y especificidad en los microorganismos bacterianos, lo que
permite diferenciar entre cepas de E. canis y otras especies de Ehrlichia o bacterias
filogenéticamente similares. Gonzalez et al. (2018) destacaron que la secuenciacion del ARN
16S es una técnica altamente eficaz para la identificacion de bacterias intracelulares como E.
canis, ya que permite la identificacion de secuencias genéticas Unicas que se mantienen
conservadas entre las diferentes cepas, facilitando su diferenciacion incluso en infecciones

mixtas.

Este método ha mostrado ser particularmente Util cuando las técnicas convencionales, como la

inmunocromatografia o la PCR de genes especificos, no ofrecen resultados concluyentes debido



a la baja carga bacteriana o la presencia de cepas variantes. Segun Rodriguez et al. (2019), la
secuenciacion del ARN 16S ha permitido identificar con precision las cepas de E. canis en
perros con infecciones crénicas, incluso cuando las otras pruebas de diagndstico fueron
negativas. Este hecho es respaldado por Méndez et al. (2020), quienes demostraron que el
analisis filogenético de las secuencias de ARN 16S proporciona una vision mas clara de la

diversidad genética de E. canis, revelando variantes no detectadas por otras pruebas.

La capacidad de la secuenciacion de ARN 16S para proporcionar un perfil genético mas
detallado también facilita el estudio de la variabilidad genética entre cepas de E. canis en
diferentes regiones geograficas. Pérez et al. (2021) encontraron que las cepas de E. canis de
diferentes paises presentaban variaciones genéticas en la region del ARN 16S, lo que puede
influir en la virulencia de la bacteria y su capacidad para infectar a los perros en determinadas
areas. Este hallazgo es consistente con lo reportado por Lépez et al. (2022), quienes utilizaron
la secuenciacion del ARN 16S para analizar la diversidad de E. canis en América Latina y

encontraron diferencias significativas en las cepas presentes en distintas regiones.

La ehrlichiosis canina es una enfermedad infecciosa grave causada por Ehrlichia canis, un
patdgeno transmitido por la garrapata Rhipicephalus sanguineus. La enfermedad es endémica
en regiones tropicales y subtropicales y representa un problema significativo en la medicina

veterinaria debido a su alta tasa de morbilidad y mortalidad (Ormaza, 2021).

Estudios han reportado tasas de prevalencia variables en distintas regiones, alcanzando el
56.25% en Cuenca, 11% en Guayaquil y 4.5% en Machala (Ormaza, 2021). Esta variabilidad
en la prevalencia puede estar relacionada con factores ambientales, control de ectoparésitos y

el acceso a servicios veterinarios.

La prevalencia de Ehrlichia canis en diferentes regiones del Ecuador ha sido objeto de diversos
estudios que muestran variaciones en las tasas de infeccién dependiendo de la ubicacion
geografica. Segun Gonzalez et al. (2018), en la region costera, especificamente en Guayaquil,
se report6 una prevalencia del 37,5% en el sur de la ciudad, lo que indica que las areas cercanas
a zonas rurales o de alta circulacion de perros podrian tener una mayor tasa de infeccion. Esta
informacion concuerda con los resultados de Méndez et al. (2020), quienes encontraron una
prevalencia similar en zonas rurales del Ecuador, lo que sugiere que la ehrlichiosis tiene una
distribucion geogréafica en funcion de la densidad de la poblacion canina y las condiciones

ambientales, como la presencia de garrapatas.



En la region de Machala, Ramirez et al. (2019) observaron una prevalencia del 31,0% en una
muestra de perros, con confirmacion mediante PCR en el 31,1% de los casos inicialmente
positivos en inmunocromatografia. Este hallazgo es consistente con el estudio realizado por
Sanchez et al. (2021), quienes también encontraron prevalencias similares en zonas costeras, lo
que podria estar relacionado con el clima tropical que favorece la proliferacion de garrapatas,

vector principal de la enfermedad.

Ademas, Lopez et al. (2021) reportaron que las provincias del Ecuador con mayores
prevalencias de ehrlichiosis canina son aquellas con alta densidad de poblacion canina y
condiciones favorables para el ciclo de vida de las garrapatas, como en las zonas rurales de la
Sierra y la Amazonia. Este patron se alinea con los resultados de Vargas et al. (2020), quienes
estudiaron la prevalencia en areas rurales y encontraron tasas de infeccion que varian
dependiendo de las practicas de manejo animal y las condiciones higiénicas en las que viven

los perros.

De acuerdo con L6pez et al. (2018), la prevalencia de E. canis en perros infectados en su estudio
fue significativamente mayor cuando se utiliz6 PCR, comparado con la inmunocromatografia.
Estos resultados concuerdan con los de Pérez et al. (2021), quienes también observaron una
mayor deteccion de casos positivos por PCR, lo que refuerza la idea de que esta técnica es mas

efectiva para diagnosticar infecciones en fases tempranas o con baja carga bacteriana.

En relacion con las técnicas implementadas para el diagndstico de ehrlichiosis; los métodos
tradicionales, como el frotis sanguineo y la serologia, han sido ampliamente utilizados en el
diagndstico de la ehrlichiosis, pero presentan limitaciones significativas en comparacion con
las técnicas moleculares como la PCR y la secuenciacidn Sanger. Segun Martinez et al. (2017),
el frotis sanguineo es una técnica rapida y relativamente econdmica, pero su sensibilidad es
baja, especialmente en casos de infecciones cronicas o subclinicas, donde la carga bacteriana
es baja. En este sentido, Pérez et al. (2018) sefialan que el frotis sanguineo puede no detectar
Ehrlichia canis en etapas tempranas de la infeccion, lo que puede llevar a diagndésticos erroneos

0 retrasados.

Segun el estudio de Gémez et al. (2019), la inmunocromatografia es una técnica rapida y
accesible para la deteccion de Ehrlichia canis, sin embargo, su sensibilidad es inferior en
comparacion con la PCR, que es mas especifica y sensible, especialmente en infecciones

subclinicas. Este hallazgo es respaldado por Martinez et al. (2020), quienes encontraron que la



PCR permitié detectar mas casos positivos que la inmunocromatografia en una poblacién
similar.

Hernandez et al. (2022) sugieren que, aunque la inmunocromatografia es Gtil para obtener
resultados rapidos, la PCR debe ser considerada para confirmar diagndsticos en casos dudosos,
sobre todo en perros con sintomas atipicos. Este punto de vista es respaldado por Paredes y
Diaz (2023), quienes enfatizan la importancia de utilizar ambas pruebas de forma

complementaria para una mejor precision diagnostica.

Por otro lado, la serologia se basa en la deteccion de anticuerpos especificos contra E. canis, lo
que puede indicar una infeccién pasada o actual. Sin embargo, Gonzélez et al. (2019) indican
que la serologia presenta limitaciones, ya que no puede diferenciar entre infecciones actuales y
pasadas y puede dar resultados falsos positivos debido a reacciones cruzadas con otras bacterias
similares. Lopez et al. (2020) afirman que la serologia, aunque util para obtener un panorama
general de la exposicion a la bacteria en una poblacién, no es suficiente para un diagnostico

definitivo, especialmente en casos agudos 0 en perros inmunocomprometidos.

En contraste, las técnicas moleculares como la PCR vy la secuenciacion Sanger ofrecen una
mayor precision en el diagnostico de la ehrlichiosis. La PCR, que amplifica secuencias
especificas del ADN de E. canis, es mucho mas sensible que los métodos tradicionales y puede
detectar la presencia de la bacteria incluso en fases tempranas de la infeccion, cuando la carga
bacteriana es baja. Segin Sanchez et al. (2021), la PCR tiene una alta sensibilidad y
especificidad, lo que permite detectar infecciones en perros que podrian ser pasadas por alto
mediante el frotis sanguineo o serologia. Ademas, Suarez et al. (2020) concluyen que la PCR
es particularmente util para detectar infecciones mixtas, donde otras bacterias o patdgenos

podrian interferir con los resultados de las pruebas tradicionales.

Gonzaélez et al. (2017) concluyeron que la PCR es una herramienta esencial para la deteccion
de E. canis en infecciones cronicas, ya que permite identificar la bacteria incluso cuando los
perros no muestran signos clinicos evidentes. Este enfoque es consistente con lo observado por
Ramirez y Soto (2019), quienes encontraron que los perros con infecciones cronicas, aunque

negativos por inmunocromatografia, dieron positivo en la PCR.

En su estudio, Cordero et al. (2020) concluyen gque la PCR muestra una mayor sensibilidad y
especificidad en la deteccion de E. canis, lo que la convierte en el método de eleccion en

contextos donde es crucial un diagnostico preciso. Este hallazgo esté en linea con los resultados



obtenidos por Suarez et al. (2021), quienes también destacaron que la PCR es mas confiable en
comparacion con la inmunocromatografia, especialmente cuando se trata de detectar

infecciones subclinicas.

La secuenciacidn Sanger, aunque mas costosa y técnica que la PCR, permite no solo confirmar
la presencia de E. canis, sino también estudiar la diversidad genética de las cepas presentes, 1o
que puede ser util en estudios epidemiolégicos. Ramirez et al. (2021) afirman que la
secuenciacion Sanger ofrece una vision mas detallada de la variabilidad genética de E. canis,
lo que permite identificar cepas resistentes o variantes que no serian facilmente detectadas por
PCR convencional. Este aspecto fue también destacado por Méarquez et al. (2022), quienes
utilizaron secuenciacion Sanger para identificar mutaciones en genes clave de E. canis, lo que

podria tener implicaciones para el tratamiento y control de la enfermedad.

Si bien la ehrlichiosis canina es considerada una enfermedad exclusiva de los perros, se ha
sugerido que algunas especies del genero Ehrlichia pueden representar un riesgo zoonético.
Ehrlichia chaffeensis y Ehrlichia ewingii, por ejemplo, han sido identificadas en humanos con
enfermedades febriles (Parola, 2001).

Diferentes especies de Ehrlichia han sido identificadas en animales y humanos. Ehrlichia
chaffeensis, Ehrlichia ewingii y Ehrlichia muris-like han sido reportadas en humanos, causando
ehrlichiosis monocitica humana (EMH) y ehrlichiosis granulocitica. Aunque se han aislado

otras especies en animales, su impacto en humanos aun se estudia (Paddock & Childs, 2003).

El diagndstico de la ehrlichiosis en humanos es desafiante debido a su sintomatologia
inespecifica, que incluye fiebre, cefalea, fatiga y en algunos casos, complicaciones graves como

insuficiencia organica (Ismail et al., 2010).

En el contexto de la salud publica, la distribucion de garrapatas vectores como Amblyomma
americanum e Ixodes scapularis ha aumentado en diversas regiones, lo que incrementa el riesgo
de infecciones en humanos y animales (Nicholson et al., 2010). Las poblaciones rurales y

aquellas en contacto frecuente con animales son las mas expuestas.

La relacidn filogenética de las cepas de Ehrlichia canis aisladas en Ecuador con cepas de otros
paises ha sido objeto de estudios recientes. Segun Gonzalez et al. (2019), las cepas de E. canis
ecuatorianas comparten una alta similitud geneética con las cepas de América Latina, lo que

sugiere un linaje comdn en esta region. Sin embargo, también se observé una variabilidad



genética significativa que podria estar relacionada con factores ambientales y geogréaficos,
como el clima tropical y lamovilidad de los perros en zonas rurales. Este hallazgo es consistente
con los estudios realizados por Ramirez et al. (2021), quienes también destacaron una similitud

entre las cepas ecuatorianas y las cepas de E. canis de paises cercanos como Colombia y Perd.

En comparacién con cepas de otros continentes, Suarez et al. (2020) encontraron que las cepas
ecuatorianas tienen una relacion cercana con las cepas de E. canis de paises asiaticos, lo que
puede indicar una antigua migracion de la bacteria 0 una resistencia comdn a factores
ambientales. Este patron es apoyado por Lopez et al. (2022), quienes encontraron que las cepas
ecuatorianas son genéticamente mas similares a aquellas de Africa y Asia, lo que sugiere una

distribucidon global de E. canis a lo largo de los afios debido al movimiento de perros infectados.

Por otro lado, Marquez et al. (2018) encontraron que en algunas zonas del Ecuador las cepas
locales presentan caracteristicas genéticas uUnicas, lo que podria reflejar una adaptacion
especifica al ambiente local. Estos estudios son coherentes con los de Paredes et al. (2020),
quienes observaron que las cepas ecuatorianas muestran variaciones genéticas sutiles cuando
se comparan con las cepas de América del Norte y Europa, lo que podria estar relacionado con

las condiciones ecoldgicas y el comportamiento de los perros en el pais.



CONCLUSIONES

El presente estudio representa un esfuerzo significativo para caracterizar la presencia de
Ehrlichia canis en caninos del Cantdn Santa Rosa, provincia de ElI Oro, mediante técnicas
moleculares y de inmunodiagndéstico. Los resultados obtenidos a partir de las técnicas de
inmunocromatografia (IC) y reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) evidencian una
prevalencia considerable de E. canis en esta region, con un 46% de positividad inicial por IC 'y
un 56,25% de confirmacion por PCR en las muestras IC-positivas. Estos hallazgos subrayan la
importancia de implementar herramientas de diagnéstico complementarias para aumentar la

precision en la deteccion de patdgenos zoonoticos.

La identificacion de dos secuencias de alta calidad mediante técnicas de secuenciacion y
analisis filogenético aporta una perspectiva novedosa sobre la diversidad genética de E. canis
en Ecuador. La agrupacidén exclusiva de las secuencias de Santa Rosa en el analisis filogenético
refleja la posible existencia de variantes locales adaptadas a las condiciones ecoldgicas de esta
region. Este patron podria estar influenciado por factores ecoldgicos, como la dindmica
poblacional de vectores (garrapatas), las caracteristicas genéticas de los hospedadores caninos

y las condiciones ambientales particulares del suroeste ecuatoriano.

El analisis filogenético basado en el gen 16S rRNA mostrd una proximidad evolutiva de las
secuencias ecuatorianas con cepas reportadas en paises de Ameérica Latina, lo que podria indicar
un flujo genético mediado por vectores comunes o movilidad de hospedadores. Sin embargo,
también se observa una clara diferenciacién genética respecto a secuencias de otras regiones,
como Europa, lo que sugiere la influencia de barreras geograficas y ecoldgicas en la
estructuracion genética de E. canis. Estos hallazgos resaltan la importancia de estudios
moleculares y epidemiologicos a nivel local y regional para comprender mejor los patrones de

transmision y evolucidn de este patogeno.

Desde una perspectiva aplicada, los hallazgos obtenidos tienen repercusiones significativas en
el manejo y control de la ehrlichiosis canina. La formulacion de estrategias preventivas y
terapéuticas debe integrar no solo la prevalencia elevada observada, sino también las variantes
genéticas endémicas que podrian afectar la virulencia del agente patdgeno, la respuesta inmune
del huésped y la efectividad de los tratamientos existentes. Es fundamental considerar la

interaccion entre los factores locales, que pueden modificar la dindmica de la infeccion, al



disefiar intervenciones eficaces para mitigar la propagacion de la enfermedad y optimizar los

resultados clinicos en los caninos afectados.

El andlisis filogenético de Ehrlichia canis presenta evidencia robusta sobre la estructuracion
genéticay las relaciones evolutivas de las cepas, subrayando patrones diferenciados en América
Latina y otras regiones. La alta identidad nucleotidica observada entre las secuencias
ecuatorianas la y 1b UTMACH sugiere una estrecha relacién genética que respalda su
clasificacion como homologas o genéticamente equivalentes. Este hallazgo no solo destaca la
cohesion dentro del clado ecuatoriano, sino también su proximidad evolutiva con cepas
colombianas, lo cual sugiere un flujo genético potencial mediado por vectores compartidos,
como las garrapatas, o por la movilidad de hospedadores caninos en estas regiones geograficas

adyacentes.

El agrupamiento filogenético mas cercano con cepas geograficamente relacionadas o
genéticamente similares refuerza la hipétesis de una diferenciacion genética influenciada por
factores ecoldgicos, como la especificidad de los vectores locales y las adaptaciones genéticas
de los hospedadores. Por otra parte, las secuencias mas divergentes de Venezuela y el clado
basal de Peru reflejan dinamicas evolutivas locales que podrian estar asociadas con aislamiento
geografico, barreras ecoldgicas, o variantes ancestrales de E. canis. Estas observaciones
resaltan la complejidad de los procesos evolutivos que moldean la diversidad genética del
patdgeno en diferentes entornos ecoldgicos.

La identificacion de variantes especificas adaptadas a condiciones locales, como las secuencias
ecuatorianas, no solo aporta al entendimiento de la epidemiologia molecular de E. canis, sino
que también tiene implicaciones practicas en la medicina veterinaria. La conservacion funcional
de ciertas regiones gendmicas, posiblemente vinculadas a genes o secuencias reguladoras de
importancia bioldgica, abre oportunidades para el disefio de pruebas diagnosticas moleculares
mas precisas y sensibles. Ademas, el conocimiento sobre las variantes genéticas locales es
esencial para rastrear patrones de transmision y desarrollar estrategias de control y prevencion

especificas para cada region.

Este estudio proporciona un marco comprensivo que integra la genética molecular y la ecologia
del patdgeno, subrayando la importancia de enfoques multidisciplinarios para abordar
problemas de salud veterinaria. Los hallazgos sobre E. canis en Ecuador y América Latina

contribuyen significativamente al entendimiento de la diversificacion filogeogréafica y resaltan



la necesidad de intervenciones personalizadas que consideren las particularidades genéticas y

ecologicas locales para el manejo efectivo de la ehrlichiosis.

Las secuencias de Ehrlichia canis obtenidas en las muestras ecuatorianas se agruparon en
clados especificos junto con secuencias de otros paises latinoamericanos. Se observo que las
secuencias de Ecuador se agruparon estrechamente con las de Venezuela y Colombia, Brasil, y
Espafia indicando una relacion genética cercana entre estas poblaciones de bacterias. Este
agrupamiento sugiere una posible similitud en los linajes de Ehrlichia canis presentes en estas
regiones geograficas y podria indicar movimientos o interacciones compartidas entre las

poblaciones de hospedadores y vectores en estas areas.

Por otro lado, se observé que las secuencias de Ehrlichia canis de Ecuador mostraron una
distancia genética relativamente mayor con respecto a las secuencias de otros paises como
Estados Unidos y México. Esta separacion genética puede indicar diferencias evolutivas de las
poblaciones de Ehrlichia canis en estas areas, posiblemente debido a barreras geogréficas,
diferencias en los hospedadores o factores ambientales. La secuencia de Pert es méas divergente,
indicando méas cambios evolutivos. Por otra parte, las secuencias de Estados Unidos y México
forman otro grupo confiable, mientras que las secuencias de China, Argentina e Italia forman

otro grupo distinto con alta similitud entre Argentina e Italia.

Este analisis filogenético proporciona una vision detallada de las relaciones genéticas y las
distancias evolutivas entre las secuencias estudiadas, destacando la alta similitud genética entre
algunas secuencias y la mayor divergencia de otras. El analisis filogenético de Ehrlichia canis
evidencia una clara diferenciacién genética entre las cepas segln su origen geogréafico. Esto
sugiere que factores como la distribucion de vectores, las barreras geograficas y la movilidad

de hospedadores juegan un papel fundamental en la evolucién y propagacién de estas variantes.

Las cepas ecuatorianas (1la'y 1b UTMACH) forman un clado exclusivo con un alto soporte de
bootstrap, reflejando su estrecha relacion filogenética y su adaptacion local a las condiciones
ecoldgicas de Ecuador. La proximidad genética con la secuencia colombiana indica un posible
flujo genético entre ambos paises, probablemente mediado por vectores compartidos como
garrapatas o la movilidad de los hospedadores caninos. El agrupamiento de las cepas de
Argentina y Brasil en un subclado sugiere una divergencia evolutiva moderada dentro del Cono
Sur, mientras que las cepas venezolanas presentan una mayor diferenciacion genética. La

posicion basal de la cepa peruana en el arbol filogenético podria indicar una variante mas



ancestral o Unica, aportando informacion valiosa sobre las raices evolutivas de E. canis en la

region.

La agrupacion especifica de las cepas ecuatorianas y su relacion con la cepa colombiana resalta
la necesidad de estrategias de vigilancia y control epidemioldgico que consideren las dindmicas
de transmision regionales. La identificacion de clados exclusivos sugiere que las estrategias
deben adaptarse a las caracteristicas genéticas locales y al contexto ecoldgico, priorizando areas
de alta movilidad de vectores y hospedadores. Los hallazgos subrayan la relevancia de integrar
el analisis filogenético en el disefio de programas de control de enfermedades. El
reconocimiento de la diversidad genética y las relaciones evolutivas de E. canis es crucial para
desarrollar intervenciones especificas y eficaces que reduzcan la propagacion y el impacto de

esta bacteria en América Latina.



RECOMENDACIONES

Como método preventivo contra la infeccion de Ehrlichia Canis se debe implementar el uso
regular controlado y recomendado por un médico de la salud animal de productos
antiparasitarios que sean efectivos contra las garrapatas; tales como, collares, pipetas, o
comprimidos orales. Informar al tutor del paciente la importancia de la revision periddica y la
eliminacién de los vectores que predisponen a la infeccion por Ehrlichia canis; el tutor debe
recibir informacion detallada de como explorar a sus caninos, y tener los debidos cuidados

posibles.

El tutor debe conocer como retirar los vectores mediante el uso de pinzas o herramientas
especificas para retirar las garrapatas de manera adecuada y evitar aplastarlas; ademas, el tutor
debe recibir informacién y conocer sobre la importancia de mantener limpio y libre de vectores
predisponentes a la enfermedad en el entorno donde se desarrollan sus mascotas. Por otra parte,
debe el tutor considerar también evitar areas boscosas o con alta vegetacion durante las rutas

de paseo que pueda seguir con sus mascotas.

Mayor investigacion de la bacteria para el desarrollo de datos en la comunidad cientifica del
Ecuador sobre la serovariedad de Ehrlichia canis, que nos permita conocer los cambios
evolutivos en el tiempo de la bacteria, mediante una mayor implementacion de técnicas avanzas
de bioldgica molecular para el analisis detallado de las variaciones geneticas, ademas de
reconocer e implementar el uso de nuevas tecnologias para una mas amplia y precisa
compilacion y evaluacion de datos, de esta forma se pueden integrar datos epidemiol6gicos con
los resultados moleculares y filogenéticos, permitiéndonos una vision mas completa de la

dindmica de la infeccion y su diseminacion.

Divulgar los resultados del estudio a lacomunidad cientifica y a las autoridades de salud animal,
permitiendo asi incrementar el valor cientifico del pais en la aplicacion practica de los
hallazgos, como el desarrollo de mejores métodos de diagndstico y estrategias de control y

prevencion de la infeccion por Ehrlichia canis.

Fomentar la colaboracion interdisciplinaria mediante la creacion y promocion de plataformas
de colaboracién entre biélogos moleculares, epidemiodlogos, veterinarios y otros profesionales
de la salud. Organizar conferencias, talleres y seminarios para compartir conocimientos y
experiencias sobre el uso de técnicas moleculares en el estudio de Ehrlichia canis y asi enfatizar

la relevancia de las técnicas moleculares para el desarrollo de mejores métodos de diagndstico,



tratamientos y estrategias de control mostrando casos de éxito donde estas técnicas han llevado

a mejoras significativas en la salud publica y animal.
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ANEXOS

Los anexos del 1 al 2 muestran fotografias sobre el proceso de seleccién inicial de pacientes
con signologia posterior sometida a una prueba de inmunocromatografica como primera fase

de selecciodn para las posteriores técnicas aplicadas durante esta investigacion.

Anexo 1: Seleccién de pacientes con signologia y sintomatologia sugerente a ehrlichiosis

canina en el centro médico veterinario “Biospet” en el canton Santa Rosa - Ecuador.

Anexo 2: Pacientes positivos a signologia y sintomatologia de ehrlichiosis canina, fueron
sometidos a un test de inmunocromatografica (SensPERT Anaplasma/Ehrlichia canis AB

Combo Test Kit).




Los anexos del 3 al 6 muestran fotografias sobre el proceso de extracciéon y purificacion de
muestras celulares hematoldgicas de pacientes con signologia, sintomatologia e

inmunocromatografia positivos.

Anexo 3: muestras positivas a la prueba de inmunocromatografica, se implementé un ADN con
Quick-DNA Microprep Kit de Zymo Research. El cual es un kit desenado para la extraccion y

purificacién de ADN gendmico, en este caso trabajaremos con células sanguineas.

Anexo 4: Para el proceso de extraccion y de purificacion de ADN, se implementaron equipos
como centrifuga de rotor angular, micropipetas, gradillas, tubos de ensayo Eppendorf, placa de

microtitulacion




Anexo 5: Continuamos con el proceso efectuando Homogeneizacion, luego se afiade 95 ul de

Lysis Buffer y 5 ul de Proteinase K. Se mezcla a 55°C durante 10-20 minutos = Lisis y

digestion, posteriormente se Afiade 350 pl de Binding Buffer.

,vvvi @

Anexo 6: A continuacion, se transfiere a (Spin Column) y se centrifuga a 12,000 G x 1 min 'y
se realiza el primer lavado de ADN con 200 ul de Wash Buffer a la columna y se centrifuga a
12,000 G x 1 minuto. Posteriormente se realiza el segundo lavado de ADN con 200 pl de
Wash Buffer a la columna y se centrifuga a 12,000 G x 2 minuto. Se transfiere a un nuevo
tubo + 10-50 pl de Elution Buffer / reposo x 1 min y se centrifuga a 12,000 G x 1 minuto / Se
congelaa -20°C




