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Resumen:

La ehrlichiosis monocitica canina (EMC) es causada por Ehrlichia canis, una bacteria gran negativa intracelular obligada
(Rickettsiales, Anaplasmataceae) de importancia en salud animal por ser considerada de alta mortalidad en caninos domésticos. La
presentacion de esta patologia esta ligada a la distribucién del vector, las garrapatas Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l.). El
diagndstico oportuno de la enfermedad es un desafio debido a las diferentes fases con que cursa la patologia y sus mdultiples
manifestaciones clinicas. El diagnostico de EMC se basa en la visualizacion de la mérula dentro del monocito y el uso de
inmunoensayo enzimatico; sin embargo, las herramientas moleculares como la PCR y secuenciacion posterior del amplicon
resultante han sido utilizadas exitosamente para caracterizar al agente etioldgico. El objetivo del siguiente trabajo fue confirmar la
presencia de Ehrlichia canis por diagnéstico molecular y posterior secuenciacion del gen 16S para compararlos con diferentes
aislados encontrados en Argentina. Se recolectaron muestras de sangre anticoagulada con EDTA (200ul de sangre con 0,342 mol/l
de sales sddicas y potéasicas de acido etilendiaminotetraacético) de perros con sintomatologia compatible con EMC naturalmente
infectados de las provincias de Chaco y Corrientes. Se utilizé un método comercial de extraccion de ADN por columnas (Roche)
siguiendo las especificaciones del fabricante. Se implement6 un control de calidad de extraccion ADN de doble testeo, utilizando un
espectrofotometro UV (Nanodrop lite) y un control genémico correspondiente a ADN canino para verificar la viabilidad del material
extraido y purificado. Se realiz6 la técnica PCR convencional para deteccion de patogenos de la familia Anaplasmataceae utilizando
primers 16S GE2'F2 HE3 y Ehrlichia sp. utilizando primers dsb 330/728 con el cual se obtuvo un amplicén de 400 pb. La deteccion
de las bandas de amplificaciéon se hizo por corrida electroforética en gel de agarosa al 1.5%. Los fragmentos dsb amplificados y
purificados fueron enviados a la unidad de gendémica del INTA Castelar. Se procesé un total de 175 muestras en el periodo
comprendido entre junio de 2018 y julio de 2020, de las cuales 14 fueron diagnosticadas como positivas por PCR a Ehrlichia sp. y 3
fueron seleccionadas para secuenciacion. Se detectd una tasa de positivos del 8%, las muestras secuenciadas hasta la fecha
representan el 22% del total de positivos diagnosticados por PCR. Estas secuencias se compararon con secuencias depositadas en
el GenBank del NCBI. El analisis realizado muestra que las secuencias encontradas se corresponden en un 100% con secuencias
de dsb de E. canis aisladas de perros en Argentina, Brasil, Estados Unidos y Colombia (N° Genbank: KU253450, GU586135,
CP000107, MK783026). No se observaron diferencias entre las secuencias del gen dsb, el cual es apropiado para el diagnéstico,
pero su caracter conservado no permite la diferenciacién genética de las diferentes cepas dentro de la especie. Una vez terminada
esta etapa de analisis de construira un arbol de maxima verosimilitud (ML) para finalizar el estudio filogenético. La blusqueda 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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