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Abstract

Ehrlichiosis is a worldwide illness, endemic in tropical and subtropical countries where seroprevalence can reach up
to 33% as it is the case in México and Israel. However, the low sensitivity of the serological tests used for diagnosis,
67% in tests with IFI, has led to a required searching for new alternatives to diagnose the disease quickly and
effectively. PCR is one of these techniques that could provide high sensitivity and specificity. The target of this study
was to implement the PCR test for the diagnosis of Ehrlichia spp., on blood samples from animals with suspected
illness from veterinary clinics in the city of Medellin. 90 samples were taken, 33 samples from animals suspected
of having symptoms and 57 from healthy animals as probable negatives. DNA from the Madrid strain was used as a
positive control. The PCR was performed using as an example the protocol suggested by Aguirre et al (2004). EEC
and ECB primers reported by Dawson et al (2004) were used (aqui el propio texto en espafiol no esta claro). In this
study the 500pb band was amplified, corresponding to the 16s rRNA of Ehrlichia spp., in 11 samples of the animals
with suspected illness, obtaining a presentation rate of 33.3%, confirming the presence of bacteria in the animals of
the environment, and achieving the implementation of PCR for Ehrlichia spp. as a diagnostic tool in the city.
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Resumen

La Ehrlichiosis es una enfermedad de distribucion mundial, es endémica en los paises tropicales y subtropicales
en donde la seroprevalencia puede llegar a ser hasta del 33%, como en México e Israel. La baja sensibilidad de las
pruebas utilizadas para el diagndstico, 67% en las pruebas con IFI, han llevado a la necesidad de buscar nuevas
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alternativas que permitan diagnosticar la enfermedad de manera rapida y eficaz. La PCR es una de estas técnicas que
podria ofrecer una alta sensibilidad y especificidad. El objetivo de este trabajo fue implementar la prueba de PCR,
para el diagnostico de Ehrlichia spp., en muestras de sangre de caninos sospechosos provenientes de consultorios
veterinarios de la ciudad de Medellin. Se tomaron 90 muestras, 33 de animales sospechosos de ehrlichiosis por
sintomatologia, y 57 de animales sanos como probables negativos. Se utilizéo como control positivo el ADN de la cepa
Madrid. La PCR fue realizada utilizando como ejemplo el protocolo sugerido por Aguirre ef al. (2004). Se utilizaron
los primers EEC y ECB reportados por Dawson et al. (1994). En este estudio se logré amplificar la banda de 500 pb
correspondientes al gen 16s ARNr de Ehrlichia spp., en 11 muestras de los animales sospechosos, obteniendo una
frecuencia de presentacion del 33,3%, confirmando la presencia de la bacteria en los animales de nuestro medio, y
logrando la implementacion de PCR para Ehrlichia spp. como herramienta diagnéstica en nuestra ciudad.

Palabras clave

Ehrlichiosis Monocitica Canina, PCR, trombocitopenia.

Resumo

A ehrlichiose ¢ uma doenga em todo o mundo, ¢ endémica em paises tropicais e subtropicais, onde a soroprevaléncia
pode atingir até¢ 33%, como no México e Israel. A baixa sensibilidade dos testes utilizados para o diagndstico, 67%
nos testes de IFI, levaram a necessidade de buscar novas formas de diagnosticar a doenca de forma rapida e eficaz.
PCR ¢ uma técnica de tal forma que poderia fornecer alta sensibilidade e especificidade. O objetivo deste trabalho
foi implementar o teste de PCR para o diagndstico de Ehrlichia spp., Em amostras de sangue de caes suspeitos de
clinicas veterinarias da cidade de Medellin. Demorou 90 amostras, 33 amostras de suspeitos que apresentavam
sintomas de erliquiose e 57 animais saudaveis como negativo provavel. Foi utilizado como controle positivo de
ADN a partir da estirpe de Madrid. A PCR foi padronizada utilizando o exemplo do protocolo proposto por Aguiar
et al. (2004). Utilizou-se primers BCE CES e relatado por Dawson et al. (1994). Neste estudo foram amplificados
de banda de 500 pb para o gene 16S rRNA do género Ehrlichia em 11 amostras de animais suspeitos, a obtencao de
uma taxa de apresentacdo de 33,3%, o que confirma a presenga de bactérias em animais nosso meio ambiente e obter
a implementac¢ao de PCR por Ehrlichia spp. como uma ferramenta de diagnostico em nossa cidade.

Palavras chave

Erliquiose Monocitica Canina, PCR, trombocitopenia.

Introduccidn

Ehrlichia spp. corresponde a un grupo de bacterias
intracelulares gramnegativas, de la familia Rickettsiae,
con distribucion mundial, potencialmente zoondticas,
las cuales, necesitan de un mamifero como reservorio, y
de un artrépodo como vector para ser transmitidas. Los
artropodos pertenecientes a los géneros Ixodes spp. y
Rhipicephalus spp., son sus principales vectores 2%,
Entre las diferentes especies de Ehrlichia spp. que afectan
a los mamiferos, se encuentran: E. canis, que produce
ehrlichiosis monocitica en perros; E. chaffeensis, que
causa ehrlichiosis monocitica humana y que también ha
sido identificada en perros, coyotes, cabras y venados; E.
ewingii, que causa ehrlichiosis granulocitica en perros

y en humanos y E. risticii, causante de la ehrlichiosis
monocitica equina *-'. Finalmente se ha reportado
E. phagocytophilum (Anaplasma phagocytophilum),
causante de la ehrlichiosis granulocitica humana .

La Ehrlichiosis Canina es una enfermedad grave,
cuyos signos clinicos son inespecificos, e incluyen:
depresion, letargia, anorexia, fiebre, linfoadenomegalia,
esplenomegalia y pérdida moderada de peso *°.
Pueden presentarse petequias y equimosis en la piel
y membranas mucosas y, ocasionalmente, epistaxis.
Aunque las alteraciones hematoldgicas son complejas
y multifactoriales, tanto en pacientes agudos como
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crénicos, la trombocitopenia se presenta frecuentemente
en la infeccion por Ehrlichia spp., acompanada de
anemia y de cambios en el recuento de leucocitos'’.
E. canis, el agente mas comun de Ehrlichiosis Canina,
es generalmente considerada como no zoondtica °,
sin embargo, en un estudio realizado en el Estado de
Lara en Venezuela ¥, encontraron que de 20 pacientes
humanos que ingresaron con signos clinicos compatibles
con Ehrlichiosis Monocitica Humana, seis resultaron
positivos a E. canis por PCR.

La Ehrlichiosis es una patologia frecuente en las zonas
tropicales y subtropicales donde esta presente el vector.
Se han reportado seroprevalencias en perros del 33,1%
en México %, en Israel del 30% 3, en Pera del 16,5% 'y
en Brasil del 21,7%9. Los datos anteriores la convierten
en una de las enfermedades emergentes de mayor
importancia en la clinica veterinaria.

El estado de esta enfermedad es poco conocido en
Colombia. Pocos estudios se han desarrollado en el pais:
en Monteria (Cérdoba), se comprobo la enfermedad en
20 de 74 perros sospechosos utilizando la técnica de
capa sanguinea blanca tefiida con Wright *'. En Cali
(Valle del Cauca), se encontrd una seropositividad del
49,5% en 101 perros sospechosos a E. canis, usando
la prueba ELISA 3. Recientemente, se encontrd una
seropositividad contra E. chaffensis de 31,8% en caninos
de Villeta (Cundinamarca)'®.

Las técnicas utilizadas actualmente para su diagndstico
son: la inmunofluorescencia indirecta (IFI), ELISA,
frotis directo, cromatografia en capa so6lida y la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR), siendo el ELISA y
el frotis directo, las mas utilizadas para el diagnostico
en nuestro medio. La IFI ha sido considerada la “prueba
de oro” (Gold estandar) para el diagnostico de Ehrlichia
spp.*?, sin embargo, es la visualizacion de la bacteria
en extendidos de sangre, la correcta prueba de oro en
Ehrlichiosis Canina *.

La dificultad en la observacion de la bacteria debido a
su muy bajo porcentaje de infeccion celular (menos 1%)
hace que esta prueba tenga muy baja sensibilidad y que
su lectura sea dispendiosa, por lo que se ha conciliado
que un paciente es positivo “definitivo” a la enfermedad,
siempre y cuando tenga la sintomatologia clinica y los
parametros hematoldgicos caracteristicos de Ehrlichia
spp., sumado a titulos de IgG >1:253 33,

Con pruebas como la ELISA y la IFI se puede detectar

los anticuerpos anti-ehrlichia en pacientes infectados
experimentalmente, a partir de los siete dias posinfeccion,
aunque algunos no desarrollan los anticuerpos sino hasta
28 dias después de la infeccion 2.

El diagnostico seroldgico puede ser poco confiable debido
a la demora en la respuesta de anticuerpos durante la fase
aguda de la enfermedad, a la reaccion cruzada con otros
organismos intimamente relacionados (como Anaplasma
spp. y Neorickettsia spp.) y a la persistencia de los
anticuerpos después de la resolucion de la infeccion, lo
que dificulta diferenciar entre el estado subclinico de la
enfermedad y una infeccion anterior * 71627,

Se propone la PCR, como un método altamente sensible
y especifico, que ofrece hasta un 100% de seguridad en
el diagnostico de muchas enfermedades, ya que detecta 'y
amplifica el ADN de Ehrlichia spp *'*>2*%. Esta prueba
puede detectar Ehrlichia spp. tempranamente, de cuatro
a diez dias posinoculacion, en pacientes infectados
experimentalmente > *" 37, Un estudio realizado por
Lidell et al. (2003) 2, para determinar la presencia de
Ehrlichia spp. demostr6é una sensibilidad de la IFI de
solo el 67%, comparada con la PCR; mientras que la
sensibilidad y especificidad del ELISA es del 96,2 y
97,7%, respectivamente, comparada con la IFI '°.

El proposito de este trabajo fue implementar la PCR
para el diagnostico de la Ehrlichiosis canina en la ciudad
de Medellin (Colombia), para tener una herramienta
que permita conocer el estado de la enfermedad en los
caninos, el riesgo que puede representar la presencia de
esta enfermedad en la poblacion humana, y las especies
de Ehrlichia spp. que circulan en la ciudad.

Materiales y métodos

Poblacion de estudio

La muestra poblacional se determind a conveniencia, sin
discriminar por raza, sexo o edad. Este estudio se realiz
con 33 caninos que ingresaron a consulta al Hospital
Veterinario de la Universidad de Antioquia, al Centro
Veterinario Juan Carlos Builes, a la Clinica Veterinaria la
80y, a la Clinica Veterinaria Caninos y Felinos, ubicadas
en la ciudad de Medellin. Se tipificaron como pacientes
probablemente positivos a Ehrlichiosis, los caninos
que presentaban al menos dos de los siguientes signos
y/o sintomas como criterios de inclusion: presencia de
garrapatas, fiebre, anorexia, linfadenitis, hematoquecia,
petequias, epistaxis, hepatomegalia, esplenomegalia,
uveitis u opacidad corneal, depresion, y pérdida de peso.
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Como control negativo, se tomaron muestras de 57
cachorros sanos menores de seis meses, de criaderos
sin historia de Ehrlichiosis, de raza Bulldog, utilizando
los signos o sintomas antes descritos como criterios de
exclusion.

Para los andlisis de especificidad, se realizd en el
laboratorio Syngamia de la Universidad de Antioquia,
una prueba rdpida de aglutinacion en placa con
2B-mercaptoetanol (cepa M-) 14, y hemocultivo a todas
las muestras, para la deteccion de Brucella canis, bacteria
que puede generar reaccion cruzada.

Toma de muestras

Se obtuvo 1 mL de sangre de la vena safena, vena ceféalica
o vena yugular, en tubos con vacio con anticoagulante
EDTA (Vacutainer®, Becton Dickison, USA). Las
muestras fueron conservadas en refrigeracion a 4 °C,
hasta su procesamiento. Los propietarios de los caninos
firmaron un consentimiento informado acerca del uso y
objetivo de la toma de la muestra, asi como de sus riesgos.

Hemograma

Se realizé6 un hemograma completo a las muestras de
sangre para la determinacion de anemia (hematocrito
<35%), trombocitopenia (<300000 plaquetas/uL),
leucocitosis (>14000 leucocitos/uL) y leucopenia (<2000
leucocitos/puL).

Serologia para Ehrlichia spp

Las muestras de suero fueron procesadas con el kit
SNAP® 4Dx Plus (IDEXX Laboratories, Inc, Europe),
siguiendo las recomendaciones del fabricante.

PCR para Ehrlichia spp.

El ADN se purificd con el DNaesy Blood and tissue kit
(QIAGEN®™) siguiendo las especificaciones del fabricante.
El kit se basa en la capacidad de retener el material
genético en columnas de silice para separarla del resto
de componentes celulares. El ADN extraido se cuantifico
en el espectrofotometro Nanodrop 1000 (THERMO
SCIENTIFIC®) a una absorbancia de 260nm. Para la
PCR, se usaron los oligonucledtidos con los primers ECC
Fw (5~ AGAACGAACGCTGGCGGCAAGCC-3%)
y ECB (5’CGTATTACCGCGGCTGCTGGC-3),
reportados por Dawson et al. (1994)'° que amplifican
un fragmento de 500 pb dentro de la region del ADNr
16S del género Ehrlichia. Las condiciones usadas en la

PCR convencional se hicieron siguiendo el protocolo
desarrollado por Aguirre et al. (2004)*: 0,25 uM de
cada uno de los oligonucledtidos, 200 uM de cada
deoxi-nucleodtido, 2 mM de MgCl2, y 1,2 unidades de
TagPolimerasa (Fermentas®). Se utiliz6 1pL de ADN
extraido para completar un volumen final de reaccion de
50uL. Posterior a una desnaturalizacién durante cuatro
minutos a 94 °C, el programa de amplificacion fue de
35 ciclos de: 94°C durante un minuto, 60 °C durante un
minuto y 72 °C durante un minuto, con una extension
final de cinco minutos a 72 °C. Los productos obtenidos
fueron corridos en geles de agarosa al 2% a 70V durante
una hora. Se utilizé6 un marcador de peso molecular de
50pb (Fermentas®) y se revelaron en transiluminador
ultravioleta para verificar la presencia de ADN de
Ehrlichia spp.

Como control positivo de la prueba, se utilizdé el ADN
extraido de cultivo celular de la linea DHS82 infectado
por E. canis (strain Madrid) donado por el laboratorio
Departamento de Medicina y Cirugia Animal, Facultad
de Veterinaria de la Universidad Complutense de Madrid.

Analisis estadistico

Los datos obtenidos por canino como edad, sexo, raza,
procedencia y sintomatologia, fueron consignados en una
base de datos en el programa Excel® 2007. Se utilizaron
tablas de 2 x 2 para determinar la existencia de asociacion
entre cada uno de los signos clinicos encontrados en los
pacientes y el resultado de la PCR, para determinar dicha
asociacion, se utilizo el estadistico exacto de Fisher y se
considero estadisticamente significativo un p<0,05.

Se utilizé el programa estadistico Statcalc® utilizando
tablas de 2 x 2 para obtener los valores de Sensibilidad
(Se), Especificidad (Sp), Valor Predictivo Positivo (VPP)
y Valor Predictivo Negativo (VPN) de la prueba.

Resultados

Se tomaron muestras de 12 hembras y 21 machos que
cumplian los criterios de inclusion, con edades entre 1 a
15 anos; de razas inespecifica (30,3%), Poodle (24,2%),
Labrador (15,2%), Pastor aleman (6,1%), Schnauzer
(6,1%), Weimaraner (6,1%), Rottweiler (4%), Chow-
chow (4%) y Bulldog (4%). Los principales motivos de
consulta de los pacientes muestreados fueron anorexia,
depresion, fiebre y presencia de garrapatas (Tabla 1). La
principal alteracion hematologica fue trombocitopenia
(Tabla 2).

[41 ] Revista CES Medicina Veterinaria y Zootecnia / Volumen 7 / Nimero 2 / Julio — Diciembre de 2012/ ISSN 1900-9607
L ‘ -




Tabla 1. Frecuencia de los motivos de consulta de los
pacientes sospechosos a ehrlichiosis canina en algunos
centros veterinarios de la ciudad de Medellin (Colombia).

Signo/Sintoma clinico Frecuencia

Anorexia 21/33 (63,3%)
Depresion 20/33 (60,6%)
Fiebre 17/33 (51,5%)
Presencia de garrapatas 15/33 (45,0%)
Linfadenitis 5/33 (15,2%)
Hematoquecia 4/33 (12,1%)
Trastornos oculares (uveitis y opacidad) 4/33 (12,1%)
Pérdida de peso 4/33(12,1%)
Hepato / Esplenomegalia 3/33 (9,0%)
Petequias 2/33 (6,0%)
Epistaxis 2/33 (6,0%)

Tabla 2. Frecuencia de los hallazgos hematoldgicos en
pacientes sintomaticos sospechosos de Ehrlichiosis
Canina.

Hallazgos de laboratorio Cantidad
Trombocitopenia 16/20 (80%)
Anemia 2/20 (10%)
Leucocitosis 2/20 (10%)
Leucopenia 1/20 (5%)

La serologia para E. canis inicamente se realiz6 a diez
pacientes, debido a restricciones presupuestales, de los
cuales, cinco resultaron seropositivos, dos pacientes
presentaron historia de ELISA positivo 40 dias antes
de la PCR, y tres resultaron seronegativos. No se
encontraron resultados positivos para B. burgdorferi, A.
phagocytophilum/A. platys, y D. immitis.

Se logro amplificar el fragmento del gen 16s ARNr de
500pb de Ehrlichia spp. en 11 (33,3%) de los caninos
sintomaticos (Figura 1). No se amplifico esté fragmento en
los controles negativos asintomaticos (n=57), incluyendo
diez de estos que fueron seropositivos para Brucella
canis. No hubo ninguna asociacion estadisticamente
significativa entre los sintomas y signos clinicos con los
resultados de la PCR.

bpn

500

Figura 1. Amplificacion por PCR de Ehrlichia spp. en
muestras de sangre tomadas de caninos en Medellin,
Colombia. (M) marcador de peso molecular, (1) control
positivo/cepa Madrid, (2) control negativo. (3) canino
positivo para Ehrlichia spp., el cual presentd sintomas,
y (4) cachorro sin sintomas y negativo para la PCR.

Se compar¢ los resultados de la PCR con los resultados
clinicos (Tabla 3) y con los resultados del ELISA (Tabla 4)
para hacer los célculos de sensibilidad (Se), especificidad
(Sp), valor predictivo positivo (VPP) y negativo (VPN).
En comparacion con los resultados clinicos la PCR tuvo
una Se del 33,3% y una Sp del 100%. Igualmente, se
calculo el VPP, que es la capacidad de detectar como
positivo a un paciente que realmente tiene la enfermedad,
o sea, que esta enfermo, en un 100%. E1 VPN que es la
capacidad de detectar como negativo a un paciente que
realmente no tiene la enfermedad, o sea, que esta sano, se
calcul6 en un 72.1%.

Tabla 3. Comparacién de los resultados de la PCR con
los animales sintomaticos y asintomaticos.

Clinica (sintomatologia)
PCR

Positivo  Negativo Total
Positivo 11 (12,2%)  0(0%) 11 (12,2%)
Negativo 22 (24,4%) 57 (63,3%) 79 (87,8%)
Total 33 (36,7%) 57 (63,3%) 90 (100%)

Tabla 4. Comparacion de los resultados serologicos para
E. canis, con la PCR.

Serologia
PCR Positivo Negativo Total
Positivo 3 (30%) 2 (20%) 5 (50%)

Negativo 3 (30%) 2 (20%) 5 (50%)
Total 6 (60%) 4 (40%) 10 (100%)
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Mientras que cuando se compara los resultados del
ELISA con la PCR, se encuentra que tanto Se como Sp
son del 50% con un VPP del 60% y un VPN fue del 40%.

Discusion

El diagnostico de Ehrlichiosis Canina en nuestro medio
se basa en pruebas directas como la técnica de capa
sanguinea blanca tefiida con Wright que tiene baja
sensibilidad y especificidad, y en ensayos serolégicos
como el ELISA cuyos resultados en la literatura de
sensibilidad y especificidad han sido contradictorios,
Belanger et al., (2002) ¢ y De Morais et al. (2004) ',
demostraron que este ensayo inmunodiagnostico tiene
una sensibilidad y especificidad cercana a la de la IFI
que oscila entre 67% y el 90%, sin embargo, Waner ef al.
(1996b) * y Moreira et al. (2009) ?°, reportaron para esta
misma prueba una baja confiabilidad. Por esta razon Neer
et al. (2002) *, recomienda para el diagnostico de esta
enfermedad el uso de la PCR como prueba confirmatoria.

Eneste trabajo se logro estandarizar la PCR para Ehrlichia
spp. utilizando los primers EEC y ECB reportados
por Dawson et al. (1994) '°. La prueba demostrd ser
altamente especifica, con un 100% de especificidad
incluso en muestras con presencia de otras bacterias
intracelulares como Brucella canis. Sin embargo, la
PCR estandarizada en este trabajo tiene una limitada
sensibilidad, probablemente debido a que los animales
que se tomaron como positivos no necesariamente eran
verdaderos positivos, pues son animales sospechosos a
la infeccidon por sintomatologia y andlisis clinico, y la
Ehrlichiosis Canina es una patologia con sintomatologia
inespecifica.

Esta puede ser también la explicacion de encontrar una
mayor sensibilidad en la PCR cuando se comparan los
resultados con las muestras que tenian pruebas mas
especificas como el ELISA. Para la determinacion exacta
de Se y Sp de esta PCR debe utilizarse la prueba de oro,
cual es el extendido la cual se espera realizar en proximos
estudios.

Tener una prueba con una alta especificidad pero no
tan buena sensibilidad, demuestra que esta PCR es una

excelente prueba confirmatoria y que puede ser utilizada
en el diagnostico confirmatorio de la enfermedad en
nuestro medio cuando hay sospechas de Ehrliquiosis,
pero no debe ser utilizada como una prueba tamiz en,
por ejemplo, estudios de prevalencia, reafirmando la
sugerencia hecha por Neer et al., (2002) ?¢ de utilizar
tanto muestras seroldgicas como moleculares para el
diagnostico definitivo de Ehrlichiosis.

Por otro lado, cuando se analizan los tres casos en
donde el ELISA fue positivo pero PCR negativo, que
es el resultado que mas influye en la disminucion de la
especificidad de la prueba, podemos observar que dos de
estos pacientes tuvieron terapia antibiotica antes de la
toma de muestra para la PCR y después de los resultados
serologicos, lo que induce un sesgo en el resultado,
pues estudios previos concluyeron que 14 dias de
tratamiento con doxiciclina elimina la infeccion aguda
por E. canis ¥; sin embargo, los titulos de anticuerpos
se mantienen en concentraciones altas, es por esto que
para pruebas serologicas, el pardmetro para determinar
el éxito terapéutico es después de la 7-8 semanas
postratamiento'’.

Para poder validar mejor esta comparacion entre los
resultados seroldgicos y moleculares se sugiere realizar
estudios que incluyan un mayor numero de muestras y
utilizar como prueba seroldgica la IFI. El no poder hacer
una comparacion mas exacta con muestras que sean
realmente positivas demuestra la gran deficiencia en el
diagnostico de la Ehrlichiosis que se tiene en nuestro
medio, pues no hay disponibilidad de hacer cultivo, o IFI
y el alto costo de las pruebas serologicas como el ELISA
limita su utilizacion.

La PCR puede ser usada no so6lo para el diagndstico de
la enfermedad, sino también para evaluar la eliminacion
del patogeno después de realizada la terapia antibiotica,
con lo cual se puede reducirse el riesgo de reinfeccion
del paciente o determinarse el estado del paciente como
portador en la etapa subclinica de la enfermedad *'®
2 a pesar de que Neer et al. (2002) * reporta que la
sensibilidad de la PCR puede decaer en la fase cronica
de la Ehrlichiosis.
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Los resultados de la estandarizacion de la PCR con
los primers ECC y ECB demostraron la presencia de
Ehrlichia sp en nuestro medio, con una frecuencia
del 11,2% en pacientes sintomaticos este resultado es
similar a lo encontrado en Pert en donde Adrianzén et.
al. (2003)' reportaron una prevalencia del 16,5% para £
canis utilizando la técnica de ELISA. Mientras fue menor
a lo encontrado en Brasil en donde la seroprevalencia fue
de 21,7% en 129 perros sospechosos °.

Esta seropositividad es la menor de las reportadas en
Monteria, Cali y Villeta '# 234, Este es el primer dato de
frecuencia de la enfermedad en animales sintomaticos en
la ciudad de Medellin, si bien no puede extrapolarse e a
toda la prevalencia en la ciudad, pues no hay muestras
representativas de todos los consultorios si da una idea
clara de la alta circulacion de la bacteria entre nuestras
mascotas.

La implementacion de la PCR para el diagnostico de la
Ehrlichiosis Canina fue realizada con éxito en el presente
estudio y se propone esta PCR como prueba confirmatoria
para el diagnostico de Ehrlichiosis Canina en la ciudad
de Medellin.

Finalmente, con este primer estudio se aisla por
primera vez en nuestro medio el ADN de esta bacteria
lo que abre toda una linea de investigacion sobre esta
enfermedad tan desconocida en nuestro medio. De
forma inmediata se espera secuenciar este ADN para
poder hacer la determinacion de la especie circulante
y hacer el primer reporte de especie para Colombia.
Ademas con la determinacion de la especie se podra
determinar el riesgo para la poblaciéon humana, asi como
toda la caracterizacion epidemiologica del ciclo para el
establecimiento de medidas de prevencion y control.
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