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Objetivo

Confirmar la presencia de Ehrlichia canis en muestras de sangre de perros con sintomatologia compatible con ehrlichiosis monocitica canina

(EMC) de las provincias de Chaco y Corrientes por diagnéstico molecular y posterior secuenciacién del gen 16S comparando la secuencia
obtenida con diferentes aislados encontrados en Argentina.
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Materiales y Método Resultados

Recoleccién de muestras: Se recolectaron 3 ml de sangre
anticoagulada con EDTA (0,342 mol/l de sales sddicas y potasicas de
acido etilendiaminotetraacético) de caninos sospechosos de EMC de las
ciudades de Resistencia, Barranqueras de la provincia de Chaco y

Se proceso6 un total de 175 muestras de caninos con sintomatologia
clinica compatible de EMC en el periodo comprendido entre junio
de 2019 y julio de 2020. Resultaron positivas por PCR 14 a
Ehrlichia sp (Figura 3). Se detectdé una tasa de positivos del 8% y

las secuencias en estudio representan el 22% de la tasa de
positivos.

Corrientes capital y zonas aledafias de la provincia de Corrientes. Los
meses de muestreo se determinaron en funcién al vector, la garrapata
Rhipicephalus sanguineus (Cicuttin et al, 2016).

Extraccion de acidos nucleicos: Se utilizé un método comercial de
extraccion por columnas (Roche), siguiendo las especificaciones del
fabricante. Se implementd un doble control de calidad de extraccion
ADN, por espectrofotémetria UV (Nanodrop lite) y un control gendmico
(Peleg, 2010).

Deteccion molecular: Se realizd la técnica reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) convencional para deteccién de patégenos de la
familia Anaplasmataceae utilizando primers 16S GE2'F2 HE3 (Monje et
al., 2019) y Ehrlichia sp. utilizando primers dsb 330/728 (Doyle et al.,
2005) (Aguiar et al., 2007) (Figura1). La deteccién de las bandas de
amplificacion se hizo por corrida electroforética en gel de agarosa al
1.5% (Figura 2).

Figura 3: Visualizacion de los amplificados en trasiluminador UV. La primer
columna es el marcador de peso molecular, desde el pocillo N°3 corrié por el gel
una muestra positiva a EMC. En el pocillo N°7 se deposito el control negativo y en
el N° 8 el control positivo.

Se seleccionaron al azar 3 muestras, las cuales se secuenciaron en
un trabajo en conjunto con el ICIVET-Litoral y la EEA Rafaela-INTA.
Estas secuencias se compararon con secuencias depositadas en el
GenBank del NCBI. El andlisis realizado a la fecha muestra que las
secuencias encontradas en perros naturalmente infectados de las
provincias de Chaco y Corrientes se corresponden en un 100% con
secuencias de dsb de E. canis aisladas de perros en Argentina
(Figura 4).

Figura 1: Preparacion de reactivos para Figura 2: Siembra de amplificados

amplificar gen dsb por PCR convencional para corrida electroforética.
Secuenciacion de amplicones: Los fragmentos amplificado y purificados
se estan estudiando en un trabajo en conjunto entre el laboratorio de
Bacteriologia del Instituto de Medicina Regional (UNNE) y el laboratorio
de Ecologia de Enfermedades, el ICIVET Litoral y la Estacién
Experimental Agropecuaria Rafaela (EEA Rafaela), del centro Regional
Santa Fe del Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA). Las . i
secuencias obtenidas fueron editadas utilizando BioEdit Sequence ﬁura 4: Imagen capturada de Mega X software, herramienta utilizada en el proceso ‘
Alignment Editor (Hall, 1999). de alineacion de secuencias.
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Discusién y conclusion

El gen dsb es apropiado para el diagndstico, pero su caracter conservado no permite la diferenciacion genética de las diferentes cepas dentro de la
especie, es por ello que se analiza incluir en el estudio genes con mayor polimorfismo para evidenciar variaciones genéticas intraespecificas.

La busqueda de variaciones genéticas asociada a la presentacion clinica de los pacientes incluidos en el estudio nos permitira evaluar la virulencia
de la cepa infectante de E. canis en la region.
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