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ABSTRACT

Objetive. It was to detect the circulation of microorganisms of the family Anaplasmataceae in a canine
albergo of the municipality of Caldas. Materials and methods. In view of the above, a descriptive
study was conducted in 46 dogs (Canis lupus familiaris) to evaluate the presence of Ehrlichia spp. and
Anaplasma spp. by molecular techniques or by immunodiagnostic, in a dog shelter of the municipality
of Caldas. The DNA extraction was done in whole blood samples with EDTA. Primers were used against
dsb and groEL genes to detect Ehrlichia and Anaplasma sequences respectively and phylogenetic
analyzes of the sequences obtained were also carried out. On the other hand, SNAP 4DX® was used
for serodiagnosis. Results. In the molecular testing, five positive samples were obtained for the
Ehrlichia test and three for the Anaplasma test. In the serological tests, three individuals were positive
for Ehrlichia spp., three for Anaplasma spp. and for the other trials measured by the SNAP (Dirofilaria
immitis y Borrelia burgdorfe) the result was negative. Conclusions. It demonstrated the circulation
of Ehrlichia canis and Anaplasma platys in a dog shelter of the municipality of Caldas, Antioquia.

Keywords: Anaplasma, diagnosis, Ehrlichia canis, PCR, serology (Source:CAB).
RESUMEN

Objetivo. Fue detectar la circulacion de microorganismos de la familia Anaplasmataceae en un
alberge canino del municipio de Caldas. Materiales y métodos. Se realizd un estudio descriptivo
en 46 perros (Canis lupus familiaris) para evaluar por técnicas moleculares o por inmunodiagndstico
la presencia de Ehrlichia spp. y Anaplasma spp., en un albergue canino del municipio de Caldas. Se
hizo extraccion de ADN en muestras de sangre entera con EDTA y se utilizaron cebadores contra los
genes dsb y groEl, para detectar secuencias de Ehrlichia y Anaplasma respectivamente y analisis
filogenéticos de las secuencias obtenidas. Por otro lado se usé el SNAP 4DX® para el serodiagndstico.
Resultados. En las pruebas moleculares se obtuvieron cinco muestras positivas para Ehrlichia y tres
para Anamaplasma. En las pruebas seroldgicas, tres individuos fueron positivos para Ehrlichia spp.,
tres para Anaplasma spp. y negativos para los demas ensayos medidos por el SNAP (Dirofilaria immitis
y Borrelia burgdorferi). Conclusiones. Se demostro la circulacion de Ehrlichia canis y Anaplasma
platys en un albergue del municipio de Caldas, Antioquia.

Palabras clave: Anaplasma, diagndstico, Ehrlichia canis, PCR, serologia (Fuente: CAB).
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INTRODUCTION

Ehrlichia and Anaplasma are baceteria genus
with some species bearing a zoonotic character.
Such genuses belong to the Rickettsia order
(Anaplasmataceae family) and transmitted by
vectors (ticks and fleas) (1,2).

The Ehrlichia genus is comprised by six species,
E. canis, E. chaffeensis, E. ewingii, E. muris, E.
mineirensis and E. ruminantium (3). All species
of Ehrlichia infect vertebrate hosts, and all of
them are transmitted by ticks. E. chaffeensis and
E. ewingii are demonstrated agents in clinical
human cases in North America, while E. canis,
E. ruminantium, and E. ewingii are pathogens
mainly with vertrinary relevance (4). The species
recognized in the Anaplasma genus are A.
phagocytophilum, A. platys (previously Ehrlichia
platys), A. marginale (A. marginale subespecies
centrale), A. bovis (previously E. bovis), A.
caudatum, and A. ovis (3). A. phagocytophilum
infects humans and many animal species
producing different diseases known as human
granulocytic anaplasmosis (HGA; formerly known
as human granulocytic ehrlichiosis), canine
granulocytic anaplasmosis (formerly known as
canine granulocytic ehrlichiosis), and equine
granulocytic anaplasmosis (formerly known as
equine granulocytic ehrlichiosis). Dog platelets
are the target cells of A. platys, causing canine
cyclic thrombocytopenia, while A. marginale,
A. bovis, and A. ovis infect the erythrocytes of
domestic and wild ruminants (4). Frequency
and experimental studies have demonstrated
infection with an acute disease and changes
in hematological values by different agents of
the anaplasmataceae family (Ehrlichia canis,
Ehrlichia chaffeensis, Anaplasma platys and
Anaplasma phagocytophilum) in dogs (5,6). In
Colombia, different species of microorganisms of
the family Anaplasmataceae have been detected
in ticks collected in domestic animals (7).

There is a growing interest in detection of these
microorganisms due to their negative effects on
human and domestic canine health, especially in
the life cycle of these pathogens in abandonment
conditions. Due to its geographic location,
reservoir diversity, vectors, and mainly tropical
weather conditions, Colombia gathers all the
conditions that favor vector dissemination (8).
Diseases casued by bacteria of the Ehrlichia and
Anaplasma genuses may evolve similarly to other
febrile pathologies in dogs, and therefore many of
them may remain undiagnosed or misdiagnosed.
The purpose of this work was to detect the
circulation of Anaplasmataceae microorganisms
in a dog shelter in the municipality of Caldas.

INTRODUCCION

Ehrlichia y Anaplasma son géneros bacterianos
con algunas especies de caracter zoonotico.
Dichos géneros pertenecen al orden Rickettsiales,
(familia Anaplasmataceae) y los son transmitidos
por vectores (garrapatas y pulgas) (1,2).

El género Ehrlichia se compone de seis especies,
E. canis, E. chaffeensis, E. ewingii, E. muris,
E. mineirensis y E. ruminantium (3). Todas
las especies de Ehrlichia infectan hospederos
vertebrados y son transmitidas por garrapatas. E.
chaffeensis y E. ewingii son agentes demostrados
de casos clinicos humanos en Norte América,
mientras que E. canis, E. ruminantium y E.
ewingii son patdégenos principalmente de
importancia veterinaria (4). Las especies
reconocidas del género Anaplasma son A.
phagocytophilum, A. platys (antes Ehrlichia
platys), A. marginale (A. marginale subespecie
centrale), A. bovis (antes E. bovis), A. caudatum
y A. ovis (3). La especie A. phagocytophilum
infecta a los seres humanos y a muchas
especies de animales produciendo diferentes
enfermedadades conocidas como anaplasmosis
granulocitica humana (HGA; anteriormente
ehrlichiosis granulocitica humana), anaplasmosis
granulocitica canina (anteriormente ehrlichiosis
granulocitica canina) y anaplasmosis granulocitica
equina (anteriormente ehrlichiosis granulocitica
equina). Las células blanco de A. platys son las
plaquetas de los perros, siendo el agente causal
de la trombocitopenia ciclica canina, mientras
que A. marginale, A. bovis y A. ovis infectan
a los eritrocitos de rumiantes domésticos vy
silvestres (4). Tanto en estudios de frecuencia y
experimentales ha sido demostrada la infeccion
con enfermedad aguda y modificacién en los
valores hematoldgicos por parte de diferentes
agentes de la familia anaplasmataceae (Ehrlichia
canis, Ehrlichia chaffeensis, Anaplasma platys
y Anaplasma phagocytophilum) en ejemplares
caninos (5,6). En Colombia se han detectado
diferentes especies de microorganismos de
la familia Anaplasmataceae en garrapatas
recolectadas en animales domésticos (7).

Existe un creciente interés en la deteccion de
estos microorganismos debido a sus efectos
adversos sobre la salud humana y en ejemplares
caninos domeésticos, especialmente en el ciclo
de vida de estos patdgenos en poblaciones en
condiciones de abandono. Colombia, por su
ubicacion geogréafica, diversidad de reservorios,
vectores y caracteristicas climatoldgicas de
predominio tropical, reline todas las condiciones
que favorecen la diseminacion de vectores (8).
Las enfermedades causadas por bacterias del
género Ehrlichia y Anaplasma pueden cursar
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MATERIALS AND METHODS

Geographic areas of study. Samples were
collected from dogs living in a dog shelter in
Caldas, Antioquia, La Miel Township, 3 km away
from the urban part, at an average altitude of
1,750 meters above sea level, and an average
temperature of 19°C.

Samples. The sample collection, serological
and molecular detection processes were carried
out between March 2015 and March 2016. A
descriptive study was made, using a sample
(obtained for convenience) of 46 individuals
out of a total 110 dogs. Two blood samples
were taken from the cephalic vein, one in
EDTA tubes and another one in tubes with no
anticoagulant. Then, these samples were taken
to the “Hno. Marco Antonio Serna f.s.c. Clinical
Diagnostic Veterinary Laboratory” of Corporacion
Universitaria Lasallista (Lasallean University
Corporation). Blood serum was separated in
a centrifuge at 4000 rpm/10 minutes and all
samples were stored at -20°C until the time of
analysis. The study was approved by the animal
experimentation ethics committee of Corporacion
Universitaria Lasallista, minute No. 8 of June
06, 2013.

Hemogram. In order to carry out the hemogram,
we used whole blood with EDTA and the Abacus
Junior Vet®, Diatron normalized hematologic
analysis device.

DNA extraction. DNA was extracted from blood
with EDTA using the Thermo Scientific tissue
ADN purification® kit, following manufactured
recommendations. Then we assessed the
integrity of the DNA by electrophoresis and its
quality by spectrophotometry. Then, DNA was
stored at 4°C for 12 hours and then frozen at
-20°C until its use in conventional PCR.

Molecular tests. The Polymerase Chain Reaction
(PCR) was used. To diagnose bacteria of the
Ehrlichia spp. Genus we used the dsb-330
(5'GATGATGTCTGAAGATATGAAACAAAT 3') and
dsb-728 (5'CTGCTCGTCTATTTTACTTCTTAAAGT
3’) primers, which amplify a 409-pb segment
of the dsb (9). Thermal cycling conditions were
98°C for 5 minutes, followed by 40 cycles at
98°C for 15 seconds, 60°C for 30 seconds, and
72°C for 60 seconds, a final extension of 72°C
for 5 minutes, and 4°C until verifying the reaction
results in a gel.

For A. platys we used the pla-HS475F
(5'AAGGCGAAAGAAGCAGTCTTA 3’) and pla-
HS1198R (5'CATAGTCTGAAGTGGAGGAC 37)
primers, which amplify a 724-pb fragment of the

de forma similar a otras patologias febriles en
caninos, por tal razon muchos casos quedan
sin diagnéstico o con un diagnodstico erréoneo.
El objetivo del presente trabajo fue detectar
la circulacién de microorganismos de la familia
Anaplasmataceae en un alberge canino del
municipio de Caldas.

MATERIALES Y METODOS

Areas geogréficas de estudio. Las muestras
provienen de ejemplares caninos que residen
en un albergue canino del municipio de Caldas,
Antioquia, vereda La Miel, a 3 kildmetros del
casco urbano, una altitud promedio de 1.750
msnm y temperatura promedio de 19°C.

Muestras. El proceso de toma de muestras,
deteccion seroldgica y molecular fue realizado
entre marzo del 2015 y marzo del 2016. Se hizo
un estudio descriptivo, usando una muestra
(obtenida por conveniencia), de 46 individuos
de un total de 110 caninos. Dos muestras de
sangre fueron recolectadas de la vena cefélica de
cada uno de los perros, una en tubos con EDTA
y otra en tubos sin anticoagulante. Luego, estas
muestras fueron trasportadas al “Laboratorio de
diagnéstico clinico veterinario Hno. Marco Antonio
Serna f.s.c.” de la Corporacién Universitaria
Lasallista. El suero sanguineo se separd por
centrifugacion a 4000 rpm/10 minutos y todas
las muestras se almacenaron a una temperatura
de -20°C, hasta el momento de su analisis. El
estudio contd con el aval del comité de ética para
experimentacién con animales de la Corporacion
Universitaria Lasallista, acta No. 8 de junio 06
de 2013.

Hemograma. Para la realizacién del hemograma
se usé la sangre entera con EDTA y el equipo
para analisis hematoldgico normalizado Abacus
Junior Vet®, Diatron.

Extraccion de ADN. La extraccion de ADN se
hizo a partir de sangre con EDTA, usando el
kit Thermo Scientific tissue ADN purification®
siguiendo las recomendaciones del fabricante. A
continuacion se evalud la integridad del ADN por
electroforesis y la calidad del mismo por medio
de espectrofotometria. Posterior a esto, el ADN
se almacend en refrigeracion a 4°C por 12 horas
y luego se llevo a congelacién a -20°C hasta su
uso en PCR convencional.

Pruebas moleculares. Se utilizd la reaccion
en cadena de la polimerasa (PCR). Para
diagnédstico de bacterias del género Ehrlichia
spp. se usaron los iniciadores dsb-330
(5'GATGATGTCTGAAGATATGAAACAAAT 3') y dsb-
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groEl gene. Thermal cycling conditions were 95°C
for 5 minutes, followed by 40 cycles at 95°C for
30 seconds, 58°C for 30 seconds, and 72°C for
90 seconds, with a final extension of 72°C for
5 minutes, and 4°C until verifying the reaction
results in an Agarose gel (10,11). For both
reactions, we used the PCR Phusion Green Hot
Start II High-Fidelity DNA Polymerase (Thermo®)
kit, which uses a final volume of 20ul/sample,
obtaining the following concentrations: buffer 1x,
200uM of each dNTPs, 0.5 pM of each primer, 3%
DMSO, and 0.02 U/pl of Taq polymerase.

In addition, one positive control and two negative
controls were used for each test (one internal,
where the mix is prepared, and one external,
where DNA samples are mounted). All products
were ran in a 2% agarose gel, using EZ-Vision
(AMRESCO®) dye. The power source was set at
100 volts for 40 minutes and the visualization was
made in an ENDURO™ (Labnet) documentation
system. All products positive for Ehrlichia spp.
and Anaplasma platys, were sent for sequencing
to Macrogen Inc., Seoul-Korea, sequences were
edited with DNAstar, and phylogenetic analysis
were made using the MEGA 6.1 program (12).

Serological test (SNAP 4Dx). For the
serological tests, we used the SNAP 4Dx
(IDEXX®) kit to detect the Dirofilaria immitis
(canine heartworm) antigen, antibodies against
Anaplasma phagocytophilum, Anaplasma platys,
Borrelia burgdorferi, Ehrlichia canis and Ehrlichia
ewingii. Serum samples stored at -20°C were left
at room temperature for 30 minutes, and after
that time had elapsed, we carried out the tests
following manufacturer recommendations (13).

RESULTS

We drew a clinical sheet for each animal,
indicating general data (sex, age, breed). Out
of the 46 animals in the study, 20 (43%) were
male, and 26 (57%) were females. There was
no characterization for breed, since they were
all mixes. According to dental record aging, they
were all adults.

Comparison of the hematological analysis of the
red blood, white blood, and platelet samples
with reference values of 97 healthy dogs with
ages between 1 and 6 treated in the Veterinary
Hospital of Universidad de Antioquia Between
years 2007 and 2009 showed no abnormalities
in any of the individuals (14).

We found that all extracted DNA samples assessed
through electrophoresis showed a good integrity, and
spectrophotometry showed an average concentration

728 (5'CTGCTCGTCTATTTTACTTCTTAAAGT 3')
que amplifican un segmento de 409-pb del gen
dsb (9). Las condiciones de termociclado fueron
de 98°C por 5 minutos, seguido de 40 ciclos de
98°C por 15 segundos, 60°C por 30 segundos
y 72°C por 60 segundos, una extension final de
72°C por 5 minutos y 4°C hasta el momento de
verificar el resultado de las reacciones en un gel.

Para A. platys se utilizaron los iniciadores pla-
HS475F (5’AAGGCGAAAGAAGCAGTCTTA 3°) vy
pla-HS1198R (5'CATAGTCTGAAGTGGAGGAC 3’),
que amplifican un fragmento de 724-pb del gen
groEl. Las condiciones de termociclado fueron
95°C por 5 minutos, seguido de 40 ciclos de
95°C por 30 segundos, 58°C por 30 segundos y
72°C por 90 segundos, con una extension final
de 72°C por 5 minutos y 4°C hasta el momento
de confirmar el resultado en una gel de Agarosa
(10,11). Para ambas reacciones se usé el kit de
PCR Phusion Green Hot Start II High-Fidelity
DNA Polymerase (Thermo®), que utiliza un
volumen final de 20pl/muestra, obteniendo las
siguientes concentraciones: buffer 1x, 200uM
de cada uno de los dNTPs, 0.5 uM de cada uno
de los iniciadores, 3% de DMSO, y 0.02 U/ul de
Taq polimerasa.

Adicionalmente, en cada ensayo se us6 un control
positivo y dos controles negativos (uno interno,
donde se prepara el mix y otro externo, donde
se montan las muestras de ADN). Todos los
productos fueron corridos en un gel de agarosa
al 2%, usando como intercalante EZ-Vision
(AMRESCO®). La fuente de poder se programé a
100 voltios por 40 minutos y el revelado se hizo
en un fotodocumentador ENDURO™ (Labnet).
Todos los productos positivos a Ehrlichia spp. y
Anaplasma platys, fueron enviados a secuenciar
en la empresa Macrogen Inc., Seul-Korea, las
secuencias fueron editadas con el programa
DNAstar y los analisis filogenéticos fueron
realizados en el programa MEGA 6.1 (12).

Prueba serologica (SNAP 4Dx). Para las
pruebas seroldgicas se utilizo el kit de SNAP
4Dx (IDEXX®) para la deteccién de Antigeno de
Dirofilaria immitis (gusano del corazén canino),
Anticuerpos contra Anaplasma phagocytophilum,
Anaplasma platys, Borrelia burgdorferi, Ehrlichia
canis y Ehrlichia ewingii. Las muestras de suero
almacenados a -20°C, se dejaron a temperatura
ambiente por 30 minutos, pasado este tiempo
se procedid a la realizacion de las pruebas segun
indicaciones del fabricante (13).

RESULTADOS

Se elabord una ficha clinica para cada animal,
indicando los datos generales (sexo, edad,
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of 87 ng/ul and a 260-280 ratio averaging 1.75. The
molecular tests for all 46 dogs showed three positive
cases for A. Platys (two males and one female,
subjects 7, 83 and 94); and five for E. canis (three
females and two males, subjects 7, 16, 48, 62, and
63), accounting for 6.5% and 10.9% of the studies
population, respectively (Table 1).

Out of the five products obtained through PCR for
the Ehrlichia dsd gene, three were clear enough to
be analyzed (subjects 7, 48, and 63). Identity and
coverage results were analyzed in order to establish
homologies with reference sequences. We then
drew a phylogenetic tree with the Neighbor-Joining
method, using a 1000 replication bootstrap and
the P distance method to calculate evolutionary
distance. The tree was rooted in its middle point and
the results of this analysis show that the sequences
found correspond to E. canis. With the results for
the groEL gene, which are specific primers for A.
platys, we were able to confirm these bacteria in
one of the three obtained sequences (subject 7),
since the other two results yielded very tenuous
products and sequences had low quality (Figures
1 and 2).

The SNAP 4DX quick test showed four positive
samples to the antigenic reaction: one female
and one mal identified with numbers 16 and 62
reacted to Ehrlichia spp.; two females, identified
as 7 and 42 reacted to Anaplasma spp.; and one
more females, number 82, was positive for both
agents. In general, we obtained a 605% (3/46)
positivity for each bacterial agents. As a special
piece of data, one female (number 7), was positive
for Anaplasma spp. In serological and molecular
tests, also showed positive for E. canis, but only
in PCR. On the other hand, the results for the rest
of the tests, D. immitis and B. burgdorferi, were
negative, as shown in Table 1.

raza). De los 46 animales ingresados al estudio
20 (43%) fueron machos y 26 (57%) hembras.
No hubo caracterizacion de razas, dado que en
su totalidad eran de diversos cruces. La edad
por registro dental correspondié a ejemplares
adultos.

Cuando se compararon los analisis hematoldgicos
del cuadro de glébulos rojos, blancos y plaquetas
con los valores de referencia de 97 perros sanos
entre 1y 6 afios de edad atendidos en el Hospital
Veterinario de la Universidad de Antioquia entre
2002 y 2009, no se evidenciaron anormalidades
en ninguno de los ejemplares (14).

Se observd que todas las muestras del ADN
extraido evaluadas por electroforesis presentaba
una buena integridad y por espectrofotometria
se obtuvo una concentracidon promedio de 87 ng/
Ml y una relacién 260-280 en promedio de 1.75.
Al realizar las pruebas moleculares de los 46
caninos, tres fueron positivos para A. Platys (dos
machos y una hembra, individuos 7, 83 y 94); y
cinco para E. canis (tres hembras y dos machos,
individuos 7, 16, 48, 62 y 63), representando
el 6.5% y 10.9% de la poblacidon del estudio
respectivamente (Tabla 1).

De los cinco productos obtenidos por PCR
para el gen dsd de Ehrlichia, tres fueron los
suficientemente claros como para ser analizados
(individuos 7, 48 y 63). Los resultados de
identidad y cobertura fueron analizados con el
fin de establecer homologias con secuencias de
referencia. Se realizé un arbol filogenético por
el método Neighbor-Joining usando un bootstrap
de 1000 réplicas y el método de la distancia de P
para el calculo de la distancia evolutiva. El arbol
fue enraizado en el punto medio y el resultado
de este analisis muestra que las secuencias
encontradas corresponden a E. canis. Con los

Table 1. Serological and molecular results for Ehrlichia spp. y Anaplasma platys in subjects resulting positive in

at least one of the tests.

SNAP 4Dx Serology

PCR

Subject  Sex*  A.Phagocytophilum/platys F 6.5% (3/46) ’i ‘éag{,z/ ‘?;"/"Zgg" . g‘;[}/og(r ;’/EJG) . 158[,‘/0'3(5;33 46)
7 + - + +
16 - + - +
42 + - -
48 - - - +
62 + - +

63
82
83
94

X I 2R X IT I T T
'

=<
'

* M (Male) H (Female). PCR End Point Polymerase Chain Reaction. (-) Negative (+) Positive for the diagnoistic test. * F, Frequency.
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Ehriichia_ruminantium_CR767821.1
Ehrlichia_ewingi_AY428950.1
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Dog7
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0.08

Figure 1. Phylogenetic tree drawn through the
Neighbor-Joining method with the dsb gene
(290 nucleotides) of Ehrlichia. Using a 1000
replication bootstrap and the P distance
method to calculate evolutionary distance.
Analysis was made in the MEGA 6.1 program
and the tree is rooted in the middle.

A. platys Japan

i A. platys Argentina
100

LA. platys Venezuela
Dog 7
I} A. odocoilei

a8 —A. centrale
100 I—A marginale

A. ph

A. bovis

Enrfichia canis
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Figure 2 Phylogenetic tree drawn through the
Neighbor-Joining method with the groEL gene
(577 nucleotides) of Anaplasma. Using a
1000 replication bootstrap and the P distance
method to calculate evolutionary distance.
Analysis was made in the MEGA 6.1 program
and the tree is rooted with E. canis.

When comparing both types of tests, SNAP and
PCR, we found that two subjects presented
antibodies and sequences for E. canis, three more
were positive through the molecular test but still
had no antibodies detectable by the serological
test and one more was positive in the serological
test but had no detectable bacteria sequences
through the molecular blood test. In the case
of A. platys, the results were the following: one
positive subject in both tests, two subjects were
positive in the molecular test but negative in
the serological test, and finally to more showed
antibodies but were negative in the molecular
test (Table 2).

Table 2. Description through SNAP 4Dx serology and
End Point PCR.

SNAP+/
Pathogen PCR+ SNAP+/PCR SNAP-/PCR+
E. canis 2 1 3
A. platys 1 2 2

resultados del gen groEL que son iniciadores
especificos para A. platys, se logré confirmar esta
bacteria en una de las tres secuencias obtenidas
(individuo 7), ya que los otros dos resultados
dieron productos muy tenues y las secuencias
fueron de baja calidad (Figuras 1 y 2).

Por medio de la prueba rapida SNAP 4DX, cinco
muestras positivas a la reaccion antigénica:
una hembra y un macho identificados con la
numeracion 16 y 62 reaccionaron contra Ehrlichia
spp.; dos hembras identificadas como 7 y 42
fueron reactivas para Anaplasma spp.; y una
hembra mas identificada como 82, fue positiva
para ambos agentes. En general se obtuvo un
6.5% (3/46) de positividad para cada uno de
los géneros bacterianos. Como dato particular
en los resultados, una hembra (identificada con
el # 7) fue positiva a Anaplasma spp. seroldgica
y molecularmente, y fue también positiva a
E. canis, pero solo por PCR. Por otro lado, los
resultados para las demas pruebas, D. immitis y
B. burgdorferi, fueron negativos, como se puede
apreciar en la tabla 1.

Al comparar los dos tipos de pruebas, SNAP y
PCR, se encontré que dos individuos presentaban
anticuerpos y secuencias para E. canis, tres
mas fueron positivos por prueba molecular pero
aln no tenian anticuerpos detectables por la
prueba seroldgica y uno mas fue positivo por la
prueba seroldgica pero no tenia secuencias de
la bacteria detectables por la prueba molecular
en sangre. En el caso de A. platys el resultado
fue, un individuo positivo a las dos pruebas, dos
individuos fueron positivos a la prueba molecular
pero negativos a la seroldgica y por ultimo
dos mas presentaban anticuerpos pero fueron
negativos a la prueba molecular (Tabla 2).

DISCUSION

De acuerdo a los resultados moleculares
obtenidos con este estudio, se observd una
frecuencia de infeccion del 11% de E. canis,
en animales abandonados y rescatados en las
zonas peri-urbanas o rurales. Estos resultados
son inferiores a los encontrados en un trabajo
realizado en el departamento del Valle del Cauca,
donde se registrd un porcentaje de positividad del
54% de E. canis, esto se debe a que el estudio
fue llevado a cabo en una zona mas calida, donde
las poblaciones de garrapatas tienden a ser
mayores y la metodologia utilizada mas sensible
(PCR anidada)(15).

Los resultados de positividad a Ehrlichia spp.
por SNAP 4Dx (6.5%); fueron mas bajos que los
obtenidos en Ibagué (departamento del Tolima,
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DISCUSSION

According to the molecular results in this study, we
found an 11% infection frequency of de E. canis in
animals that were abandoned and rescued in peri-
urban or rural areas. These results are lower than
those found in a work carried out in the Department
of Valle del Cauca, which showed a 54% of positive
cases of de E. canis, probably because such study was
carried out in a warmer area, where tick populations
are usually greater and the methodology used is more
sensitive (nested PCR) (15).

Positive results for Ehrlichia spp. through SNAP 4Dx
(6.5%) were lower than those obtained in Ibagué
(department of Tolima, Colombia), which showed an
approximate 32% (16). Just as in the previous case,
the study in Ibagué used a different serological test
(indirect immunofluorescence or IFI), which demands
higher skills to differentiate unspecific reactivity.

When comparing the molecular and serological results
of this study, we found that out of the six positive
subjects (Table 2), only two were congruent with the
tests, and since they were clinically healthy animals,
we may infer that the canine subjects were in a
subacute stage of the infection. Three more animals
were positive through PCR and negative to the
serological test; these animals were probably in the
initial stage of the infection, and this result highlights
the importance of having an additional tool to diagnose
the acute stage. Finally, one dog was positive in the
serological test and negative in the molecular test,
probably due to a past infection or for being in a
chronic stage, where the bacteria settles in the spleen
or bone marrow, but not in the bloodstream (17).
Similar data was found in Wong et al (18) in 2011.

For A. platys we found a 6.5% molecular detection
and 6.5% serological positivity. Asking the Ehrlichia
detection test, we found one subject that was positive
in both tests, two subjects positive only on the
serological test, and two more individuals positive
only for PCR. The result matches the previous studies
made in canine subjects that also detected A. platys
in Colombia (6); the results in the studies are highly
relevant for veterinarians since their differential
diagnosis should consider this agent.

On the other hand, when we analyzed the
hematological insults, we found that the white cell
line and the platelet line showed no abnormal values
in positive subjects. During the study, the dogs showed
an apparent good health condition, suggesting that
despite the presence of Anaplasmataceae bacteria
in positive subjects, bacterial loads were not high
enough to produce some clinical condition. Finally, we
highlight that molecular tests are a mystery tool to
diagnose this type of infections of Anaplasmataceae
microorganisms.

Colombia), donde se encontré un porcentaje
aproximado del 32% (16). Aligual que en el caso
anterior, en Ibagué se usé una prueba seroldgica
diferente (inmunofluorescencia indirecta o IFI), la
cual requiere una mayor destreza para diferenciar
la reactividad inespecifica.

Al comparar los resultados moleculares vy
seroldgicos de este estudio, se encontré que de
los seis individuos positivos (Tabla 2) solo dos
fueron concordantes por las dos pruebas, y que
por tratarse de animales clinicamente sanos se
infiere que los ejemplares caninos estaban en
una fase subaguda de la infeccion. Tres animales
mas fueron positivos por PCR y negativos a la
prueba seroldgica, estos animales posiblemente
estaban en una fase inicial de la infeccion, y este
resultado resalta la importancia de contar con una
herramienta adicional para el diagnéstico de la
fase aguda. Finalmente, un perro fue positivo a la
prueba seroldgica y negativo a la molecular, este
hallazgo pudo haberse dado posiblemente por una
infeccidn en el pasado o por estar infectado en fase
crénica, donde la bacteria suele estar en el bazo
o medula 6sea, mas no en circulacion (17) Datos
similares fueron encontrados en el trabajo de Wong
et al (18) en el 2011.

Para A. platys se tuvo una deteccion molecular
del 6.5% vy positividad serolégica del 6.5%.
Similar al estudio de deteccion de Ehrlichia,
se encontré un individuo positivo a las dos
pruebas, dos individuos positivos sélo a la prueba
seroldgica y dos individuos mas positivos solo por
PCR. Este resultado concuerda con los estudios
previamente realizados en ejemplares caninos
en donde también fue detectado A. platys en
Colombia (6), los resultados obtenidos en estos
estudios son altamente relevantes para los
médicos veterinarios, debido a que dentro de
sus diagnosticos diferenciales se deberia tener
en cuenta este agente.

De otro lado, al analizar los resultados hematoldgicos,
se determind que tanto en la linea celular blanca
como en las plaquetas no se evidenciaron valores
anormales en los ejemplares positivos. Durante
el estudio los perros estudiados presentaron un
aparente buen estado de salud, esto sugiere que
a pesar de la presencia de bacterias de la familia
Anaplasmataceae en los animales positivos las
cargas bacterianas no fueron lo suficientemente
altas para ocasionar algun tipo de trastorno clinico.
Finalmente se resalta que las técnicas moleculares
son una herramienta necesaria en el diagndstico de
este tipo de infecciones de microorganismos de la
familia Anaplasmataceae.
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