DIAGNOSTICO MOLECULAR DE LA EHRLICHIOSIS

CANINA EN LA CIUDAD DE PANAMA

Santamaria A.14, Gottdenker N.3, Yabsley M. 3y Calzada J.E. 12

Instituto Conmemorativo Gorgas (ICGES) 1 Universidad Nacional de Panama (UNP) 2

Y Universidad de Georgia (UGA) 3

INTRODUCCION Para determinar las especies de Ehrlichia se utiliz6 un “nested PCR”,

reamplificando el producto de PCR primario con primers especie-
_a Ehrlichiosis canina es una enfermedad transmitida por garrapatas y causada especificos para E. canis, E. Chaffensis y E. ewingii (Yabsley et al., 2003;
por parasitos intracelulares del género Ehrlichia, pertenecientes a la Familia Labruna et al.,2004). Pero, para confirmar la presencia de A. platys se
Rickettsiae. Actualmente, tiene una distribucién mundial y entre las especies de utilizo el protocolo de Motoi et al., 2001, con el cual se amplifica un
Ehrlichia que causan esta enfermedad podemos mencionar: Ehrlichia canis y E. producto de 678 bp en el PCR nested. Posteriormente, las muestras
chaffensis (Ehrlichiosis monocitica), E. ewingii (Ehrlichiosis granulocitica) y positivas por la PCR fueron secuenciadas con los primers del nested PCR
Anaplasma platys (en plaguetas). correspondiente a cada especie para validar los resultados de las pruebas

moleculares moleculares.

RESULTADOS OBTENIDOS

Microscopia

De acuerdo a los parametros hematoldgicos estudiados en 127 muestras,
fueron reportadas 64muestras que presentaban plaquetas bajas (< de
120,000 K/ul), 5 muestras con globulos blancos por debajo de 5 x 103/mm3.
También se reportaron 69 caninos anémicos con |la hemoglobina por debajo
de 12 g/dl y en 5 muestras los globulos blancos se encontraban por debajo de
5 x 103/mm3. De los 127 frotis sanguineos analizados, logramos encontrar
3 con morulas de Ehrlichia canis y 12 positivos por inclusiones en plaguetas
por A. platys. También se reportaron 39 muestras con plaquetas gigantes.

Serologia

Al comparar los resultados de la prueba de ELISA con la técnica de la PCR,
las 28 muestras seropositivas por ELISA fueron reportadas como positivas
por la PCR. De las 56 muestras negativas por serologia se reportaron 49
muestras positivas por PCR. Pero de las 6 muestras ideterminadas por
serologia, 4 muestras.fueron positivas por E. canis y 1 muestra positiva por
A. platys y 1 muestra como infeccion mixta de ambas especies por la PCR.
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Nested PCR de A. platys

carril 3y 4: muestras negativas. Carriles 5

y 6: controles negativos de extraccion y PCR
respectivamente. Carril 7: control positivo
de A. platys. Carril 8: marcador molecular.

determinar la prevalencia de la Ehrlichiosis
canina en laciudad de Panamay las especies de'

Ehrlichias causantes de |la enfermedad.
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MATERIALES Y METODOLOGIA

Carril 1: marcador molecular. Carril 2: control |

P " fudi | 201 d ¢ iant d ' | negativo de Extraccion. Carril 3: muestra AGCATCAGCCTTCTAAGCTGTTGG
ara este estudio se evaluaron € sangre entera, provenientes de caninos | vositivas a E. canis. Carril 4, control positivo a TCAGGGGTTCGAATCCCTTCGG
con sintomatologia compatible a Ehrlichiosis (trombocitopenia, leucopenia y | E. canis y carril 5 control negativo de PCR. GCACGCCA

anemia). Las muestras fueron colectadas en los distritos de: Panama, San
Miguelito y Chorrera, en el periodo comprendido desde el 2008 hasta el afo
2010.

Para determinar la presencia de las especies de Ehrlichias en cada muestra, se
evaluaron tres metodologias. Para medir los parametros hematologicos se
hicieron hemogramas completos Yy frotis sanguineos tenidos con giemsa,
utilizando la microscopia como técnica de diagndstico. Para detectar la presencia

De acuerdo al analisis molecular de realizado a 196 muestras se obtuvieron
110 muestras positivas a E. canis, 10 muestras positivas a A. Platys, 16
muestras con infecciones mixtas de ambas especies y 70 muestras negativas
por PCR. Los resultados obteninidos por la técnica de PCR fueron validados
a traves de la tecnica de secuenciacion del ADN de las muestras.

de anticuerpos anti- E. canis se utilizaron muestras de suero o plasma utilizando CONCLUSIONES

el metodo de ELISA (INGEZIM EHRLICHIA 15.EHR.K1), como prueba serologica.

Para realizar las pruebas moleculares se utilizé la técnica de la nested PCR y el De acuerdo a los resultados obtenidos en los analisis moleculares la
método de secuenciacion de ADN, los cuales fueron basados en la amplificacién E. canis representa la especie mas prevalente, representada por el
del gen 16S rRNA. 56.1% (Ehrlichiosis monocitica) de las muestras evaluadas. El 5.1% de

las muestras fueron positivas por A. platys (plaguetas) y el 8.2%
resultaron ser infecciones mixtas de los géneros Ehrlichia vy
Anaplasma. No se registraron muestras positivas a E. chaffensis ni a
E. ewingil, a pesar de ser especies reportadas en estudios en caninos
de paises vecinos y en investigaciones con garrapatas de diferentes
zonas de nuestro pais. Las técnicas de biologia molecular nos apoyan
en la confirmacion del diagndstico y a determinar la especie implicada
en la infeccion, sirviendo de herramienta para conocer la situacion
epidemiologica de la enfermedad y orientar las medidas de control.
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