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Resumen

El presente trabajo se realizd en la subregion de centro en el estado de tabasco para poder
determinar los factores asociados y prevalencia de las enfermedades de ehrlichia spp y
anaplasma spp en perros domésticos. Ya que estas enfermedades se pueden llegar a convertir
en un problema de salud publica por su capacidad zoondética. Los agentes causales de estas
enfermedades fueron detectados molecularmente en un periodo de tiempo el cual va de
febrero de 2022 a febrero de 2023 donde se muestrearon un total de 223 perros. Para
determinar la presencia de bacterias del género Ehrlichia spp. en ADN gendémico procedente
de la sangre de los perros muestreados se utilizaron un par cebadores generales para detectar
el género Ehrlichia spp. Se utilizaron dos diferentes pares de cebadores uno para la
identificacion de género (E1, E2) creados partir de una region conservada del gen 16 s rRNA
y el segundo par de cebadores para la identificacion de especie (MSP465f y MSP980r)
originado de una region conservada del gen Msp2. Se muestrearon un total de 223 perros en
la subregion Centro del estado de Tabasco. Los resultados de la PCR para A.
phagocytophilum fueron todos negativos. Con relacion a E. canis se registré una prevalencia
de 8.52% (19/223). Los resultados mostraron una asociacion de las variables condicion
corporal (< 3) y la procedencia del perro (rural). En comunidades rurales de Yucatan, en
México la prevalencia de E. canis ha sido mayor (29.26%) a lo reportada en el presente
estudio. En general, las pruebas moleculares se han destacado por ser altamente especificas
para detectar este tipo de patdogenos al compararse con pruebas seroldgicas. Sin embargo,
existe una gran cantidad de reportes de seroprevalencia de E. canis en perros de diferentes
partes del mundo. De las variables estudiadas en el presente trabajo, dos variables fueron
significativamente asociadas a la infeccion: condicion corporal <3 y pertenecer a una zona
rural. La relevancia de este trabajo es obtener una prevalencia de estas enfermedades ya que

no se tenia registro previo de ello.



1. Introduccion:

Las especies rickettsiales transmitidas por garrapatas se consideran infecciones zoondticas
causadas por géneros del orden Rickettsiaceae, principalmente Anaplasma
phagocytophilum, Rickettsia rickettsii, Ehrlichia chaffeensis y Ehrlichia canis
convirtiéndose en un problema de salud ptblica y veterinaria (Sosa-Gutierrez et al., 2016).
Anaplasma phagocytophilum es una bacteria gram negativa intracelular obligada,
pleomorfica perteneciente a la familia Anaplasmataceae que invade principalmente
neutrofilos y eosindfilos de hospederos mamiferos incluido el perro y hombre, ocasionando
una enfermedad aguda y febril (Caspersen et al., 2002; Carrade et al., 2009).

El agente causal de la ehrilichiosis es una bacteria gram negativa del género Ehrlichia spp.
caracterizada por ser un microorganismo intracelular obligado que se transmite por
garrapatas a animales mamiferos (Movilla et al., 2016). Es de suma importancia destacar que
las infecciones por Ehrlichia spp. son capases de infectar a personas y estas pueden ser
Ehrlichia chaffeensis, Ehrlichia canis, Ehrlichia ewingii, en algunos casos han conducido a
la muerte de personas (Buller et al., 1999; Martin et al., 1999; Rojas et al., 2015). La
distribucion de las infecciones causadas por Ehrlichia spp. en perros es considerada
cosmopolita. En el continente europeo ha sido encontrada en Portugal, Rumania, Espafia,
Suiza y Turquia (Sainz et al., 2015). En el continente americano ha sido reportado en Estados
Unidos de América, México, Colombia, Costa rica, Brasil y Argentina (Eiras et al., 2013;

Vargas-Hernandez et al., 2012; Movilla et al., 2016).

Anaplasma phagocytophilum fue identificada por primera vez en California en 1982 como
agente infeccioso en caninos, posteriormente se reportd anaplasmosis granulocitica en
humanos (AGH) en los Estados Unidos de América en 1993 (Madewell and Gribble, 1982).
Desde entonces ha sido reportada en todo el mundo (Stuen et al., 2013). Estudios en México
han reportado la presencia de anticuerpos contra Anaplasma phagocytophilum en perros del
estado de Nuevo Leon y evidencia molecular de su presencia fue reportada en zarigiieyas y
perros muestreados en el estado de Campeche con prevalencia de 3 y 27% respectivamente

(Salinas-Meléndez et al., 2014; Rojero-Vazquez et al., 2017).

Un estudio retrospectivo realizado en 2015 report6 una incidencia de 26% de AGH en 150

muestras de pacientes pediatricos identificados por PCR. Los datos reportaron una estrecha



asociacion entre las infecciones y el contacto cercano con perros, destacando asi el riesgo

potencial para la salud de los humanos (Ogaz-Campos, 2015).

estados como Yucatan, Coahuila y Sinaloa (Diaz-Medina et al., 2016; Sosa-Gutierrez et al.,
2016).

Una gran cantidad de perros que se presentan en clinicas veterinarias de México,
principalmente aquellos con signologia de padecer enfermedades transmitidas por vectores
han resultado con titulos elevados de anticuerpos contra E. canis (Movilla et al., 2016). Sin
embargo, en el estado de Tabasco no existe evidencia que sustente la prevalencia actual de
Ehrlichia spp. y Anaplasma spp. en perros y los factores asociados a estas infecciones. Por
lo tanto, el objetivo del presente estudio fue identificar molecularmente la presencia de
Ehrlichia spp. y Anaplasma spp. en sangre de perros domésticos de la subregion Centro del
estado de Tabasco, ademas determinar prevalencia y algunos factores asociados a estas

infecciones.



2 Revision de la literatura

2.1 Historia de Ehrlichia spp.

De acuerdo con la literatura existen dos momentos importantes en el estudio y descubrimiento de
Ehrlichia canis, en Europa fue identificada por primera vez en 1935 en el Instituto Pasteur de
Argelia por Donatien y Lestoquard. Esta primera identificacién surgié posterior a observar
infestaciones de garrapatas en perros alojados en sus instalaciones. Los perros desarrollaron un
proceso febril agudo que cursaba con anemia similar a lo reportado en la actualidad en perros
infectados por Ehrlichia spp (Zhang et al., 2008). Posteriormente, en el afio 1945, la Ehrlichiosis
canina fue reconocida y nombrada asi en honor al bacteridlogo aleman Paul Ehrlich (Ogden et al.,
1998). Luego fue reportada en 1960 en Singapur y Vietnam, y subsecuentemente, en 1963 en el
Estado de Oklahoma, EE.UU. en el cuartel militar de Nueva Yérsey y luego en otros Estados de
América del Norte (Zhang et al., 2008). En la actualidad, Ehrlichia canis tiene una reconocida
distribucion mundial ya que ha sido reportada en paises de Africa, Europa, Asia y a lo largo del

continente americano (Vargas-Hernandez et al., 2012).

2.1.2 Etiologia

Ehrlichia canis es el agente etiologico de la erlichiosis monocitica canina, también conocida como
EMC. Se trata de una enfermedad multisistémica grave y a veces fatal que afecta a miembros de la
familia Canidae, la cual incluye a los perros, lobos, coyotes y zorros. Es actualmente considerada
predominante en perros domésticos y es transmitida por la garrapata marréon del perro
Rhipicephalus sanguineus s. I. (Ferrolho et al., 2016).

E. canis pertenece al género Ehrlichia, familia Anaplasmataceae, orden Rickettsiales, y Philum
Proteobacteria (Ferrolho et al., 2016). La enfermedad producida por Ehrlichia canis en perros,
recibe diferentes acepciones que dependen de la ubicacion geografica e historia de descubrimiento
en cada entidad. Sin embargo, actualmente, y posterior al estudio de la evolucion se sabe que es
una enfermedad bien diferenciada de las causadas por otros agentes de la misma familia (Ferrolho
etal., 2016).

El agente infeccioso puede ser observado formando morulas intracelulares en monocitos y al
afectar al huésped produce un cuadro patogénico caracterizado por: sindromes febriles,
trombocitopenia, organomegalia uveitis anterior, artritis, meningitis, falla renal e incluso la muerte

(McBride and Walker, 2011). E. canis, al igual que el resto de las especies de Ehrlichia spp. es una
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bacteria cocoide pleomorfa Gram negativa de aproximadamente 0.5 um de didmetro, que se
comporta como una bacteria intracelular que infecta principalmente leucocitos (monocitos y

granulocitos) formando racimos de organismos conocidos como morulas (McBride and Walker,

2011).

2.1.3 Especies de Ehrlichia con capacidad patogénica

Las bacterias del género Ehrlichia infectan diferentes células hematopoyéticas, nombrandose a las
enfermedades, segun las células sanguineas infectadas. E. canis y E. chaffeensis afectan monocitos
y linfocitos, mientras que E. ewingii tiene especial tropismo por granulocitos (Dolz et al., 2013).
El tamafo del genoma de las especies de Ehrlichia es relativamente pequefio (0.8 a 2.5Mb). Los
progresos en tecnologia molecular han permitido avances en el desarrollo de andlisis genéticos,
indicando la verdadera posicion filogenética de la mayoria de organismos del orden Rickettsiales,
de tal manera que E. canis, E. chaffeensis, E. ewingii, E. ruminantium y E. muris han sido ubicadas
dentro de un mismo género, por presentar una similitud de al menos 97.7% en su secuencia genética
del segmento 16S de ARNTr (ribosomal), mientras que A. platys, A. phagocytophilum y A. bovis,
anteriormente reconocidos como miembros del género Ehrlichia (E. platys, E. phagocytophila y
E. bovis), pasaron a formar parte del género Anaplasma por presentar similitudes de al menos
96.1% en sus secuencias genéticas del gen 16S de ARNr (Dolz et al., 2013). Las especies de
Ehrlichia que son considerados patogénicas en la actualidad son: Ehrlichia canis, Ehrlichia
chaffeensis, Ehrlichia ewingii, Ehrlichia muris y Ehrlichia ruminantium (Esemu et al., 2011). En
humanos y perros se han reportado infecciones emergentes con E. chaffeensis, E. ewingii, E. canis

y E. muris (Johnson et al., 2015).

2.1.4 Ehrlichia canis

Ehrlichia canis es una bacteria intracelular transmitida mediante mecanismo de parasitario, es el
agente causal de la Erlichiosis Monocitica Canina (Diaz-Medina et al., 2016). Otras sinonimias que
se le otorgan a la erlichiosis canina son fiebre hemorragica canina, tifus canino, enfermedad del
perro rastreador y pancitopenia tropical canina (Dubie et al., 2014). En la actualidad, este patdogeno
ha sido reportado como agente infeccioso en caninos domésticos y salvajes, y en el ser humano en

practicamente todo el mundo (Dubie et al., 2014).



En los Estados Unidos de Norte América fue reportada por primera vez en 1963 (Magnarelli et al.,
1990), y desde entonces ha sido hallado con una amplia distribucion en caninos domésticos de
estados en Estados unidos de Norteamérica, Centroamérica y en otras regiones del sur del
continente americano, con un numero de reportes que al parecer va en creciente aumento (Beall et
al., 2012). Aunque, como se menciona, aparece primariamente en perros, E. canis también ha sido
documentada en felinos y humanos, hacia donde es trasmitido principalmente por medio de la

garrapata marron del perro denominada Rhipicephalus sanguineus s.1. (Little et al., 2014).

2.1.5 Epidemiologia de E. canis

E. canis como se ha mencionado con anterioridad tiene una distribucion mundial aunque se atribuye
una mayor prevalencia en areas tropicales y subtropicales donde el vector es abundante (Beall et
al., 2012). Algunos estudios han considerado que los perros adultos tienen un mayor riesgo de
adquirir la infeccion lo cual puede a la vez estar correlacionado con una mayor frecuencia de
exposicion a garrapatas a lo largo de la vida del perro (Huerto-Medina y Damaso-Mata, 2015). Ha
sido reportada una mayor prevalencia en perros de raza Pastor Aleman, aunque otros estudios no
revelan diferencias entre razas ¢ género (Ansari-Mood et al., 2015). Otros factores asociados
positivamente con la infeccion de E. canis son un mayor ntimero de perros por casa, ser infestado
por garrapatas mas de una ocasion, permanecer a fuera de la casa, pudiendo manifestar una actitud
depresiva y fiebre (Barrantes-Gonzalez et al., 2016). Se ha reportado que la enfermedad puede
desarrollar varias fases: aguda, subclinica y cronica; asi como también signos clinicos variables y
en algunos casos inespecificos, los cuales dependeran de multiples factores como la ya mencionada
respuesta inmune, ademas de otros factores como la cepa del agente causal (Ansari-Mood et al.,

2015).

2.1.6 Especies afectadas por E. canis

E. canis afecta principalmente al perro doméstico. Sin embargo, se ha reportado como un agente
capaz de infectar a una gran variedad de canidos salvajes como: lobos (Canis lupus), coyotes (Canis
latrans) y perros salvajes (Lycaon pictus), zorros grises (Urocyomi cinereoargemiteus), zorros
rojos (Vubpes fulsa) y chacales (Canis mesomelas) (Price, 1980). En el hombre la infeccion por E.
canis fue descubierta por primera vez en 1986 mediante observacion morfologica de morulas y

estudios seroldgicos (Dubie et al., 2014).



2.1.7 Vector transmisor de E. canis.

Rhipicephalus sanguineus s.l. conocida cominmente como la garrapata café o marrdn del perro ha
sido reportada como el vector con mayor eficiencia para transmitir la infeccion de E. canis (Fourie
et al., 2013). Las garrapatas de esta especie pueden mantener la infeccion de E. canis de manera
transestadial (de larva a ninfa 6 de ninfa a garrapata adulta en el mismo individuo). Sin embargo,
la infeccion de garrapatas de manera transovarica no se lleva a cabo en esta especie de garrapata.
La transmision de E. canis a perros domésticos ha sido evaluada y se ha encontrado que la infeccion
puede llevarse a partir de las primeras ocho horas posteriores a la primera alimentacion de la
garrapata en el perro (Fourie et al., 2013). Otras especies de garrapatas que se han encontrado
infectadas por E. canis son Dermacentor variabilis y Haemaphysalis leporis-palustris (Sosa-

Gutiérrez, 2016). Aunque su capacidad vectorial no ha sido actualmente evaluada.

2.1.8 Patogénesis

La patogenia de la erlichiosis canina consiste en un periodo de incubacion de 8 a 20 dias, seguido
secuencialmente por fases agudas, subclinicas y, en algunos casos, cronicas. La enfermedad puede
manifestarse por una amplia variedad de signos clinicos, de los cuales las méas comunes son
depresion, letargo, pérdida de peso, anorexia, pirexia, linfadenomegalia, esplenomegalia y
hemorragias principalmente por epistaxis (Harrus et al., 1999). Las principales anomalias
hematologicas incluyen trombocitopenia, anemia y leucopenia leves durante la etapa aguda,
trombocitopenia leve en la etapa subclinica y pancitopenia en la etapa cronica grave. Las
principales anomalias bioquimicas incluyen hipoalbuminemia, hiperglobulinemia e
hipergammaglobulinemia (Harrus et al., 1999). Se considera que la trombocitopenia es la anomalia
hematologica mas comun y constante de los perros infectados natural o experimentalmente con E.
canis (Waner et al., 1995).

La trombocitopenia en CME se atribuye a diferentes mecanismos en las diferentes etapas de la
enfermedad. Los mecanismos que se cree estdn involucrados en la patogénesis de la
trombocitopenia en la fase aguda de la enfermedad incluyen un aumento del consumo de plaquetas
debido a cambios inflamatorios en el endotelio de los vasos sanguineos, un aumento del secuestro
esplénico de las plaquetas y una destruccién o lesion inmunoldgica que resulta en una disminucion
significativa de la vida de las plaquetas (Smith et al., 1975). Los estudios que utilizan radiois6topos
han demostrado que el tiempo de supervivencia de las plaquetas disminuy6 de una media de 9 dias

a 4 dias, 2 a 4 dias después de la infeccion con E. canis (Waner et al., 1995).



La hipoalbuminemia, la hiperglobulinemia y la hipergammaglobulinemia son las anomalias
bioquimicas predominantes encontradas en perros infectados con E. canis (Harrus et al., 1999). La
hipoalbuminemia observada en la erlichiosis canina puede ser la consecuencia de la pérdida
periférica de albimina a los liquidos inflamatorios edematosos como resultado del aumento de la
permeabilidad vascular, la pérdida de sangre o la disminucion de la produccion de proteinas debido
a una enfermedad hepatica leve concurrente, o puede ser por glomerulopatia de cambio minimo
(Harrus et al., 1999). Como la sintesis de albumina estd regulada por la presion oncdtica, la
disminucion de las concentraciones de albimina puede actuar como un mecanismo compensatorio
para el estado hiperglobulinémico, manteniendo asi la presion oncotica y evitando un aumento de
la viscosidad de la sangre (Harrus et al., 1999).

Los cambios en la patogenia a partir de que la infeccion ha alcanzado a infectar las células
sanguineas, puede ser modificada dependiendo de la condicion general del perro, la existencia de
otras patologias concomitantes, la instauracion de un tratamiento adecuado o bien desencadenar en
multiples complicaciones hematoldgicas y en 6rganos del animal que ocasionan la muerte por fallas

multisistémicas (Esemu et al., 2011).

2.1.9 Diagnoéstico de la infeccion por Ehrlichia canis.

En el diagnodstico definitivo de CME se pueden utilizar diferentes tipos de pruebas diagnosticas
como la visualizacion de moérulas en monocitos mediante citologia, la deteccién anticuerpos en
suero, test de anticuerpos mediante inmunofluorescencia indirecta, Western blot y reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés) (Dubie et al., 2014). En la citologia, E. canis
se tifie de azul oscuro a purpura con tinciones tipo Romanowsky. Las morulas son bien definidas,
redondas a ovales, aparecen como cuerpos de inclusion basofilicos a eosinofilicos con una
membrana bien delineada dentro de las células mononucleares del hospedador (Dubie et al., 2014).
Sin embargo, la evaluacion mediante frotis proporciona una sensibilidad maxima de un 66% lo
cual, lo coloca en desventajas al comparase con técnicas serdlogicas o moleculares (Vargas-
Hernandez et al., 2012).

En perros infectados experimentalmente con E. canis, la prueba de inmunofluorescencia indirecta
ha detectado anticuerpos séricos tan pronto como 7 dias después de la Infeccion inicial. Aunque
algunos perros no se conviertan en seropositivos hasta 28 dias después de la infeccion. Por tanto,

ha sido considerado que si los signos clinicos indican erlichiosis canina en un perro seronegativo,



la serologia debe repetirse en 2-3 semanas. En el pasado, se han considerado titulos de anticuerpos
IgG de > 1:80 como perros positivos a la infeccion, pero la mayoria de las investigaciones recientes
indican que los titulos <1:80 deben ser considerados como sospechosos y la serologia debe
repetirse en 2-3 semanas, o bien una PCR o Western blot deben ser considerados (Movilla et al.,

2016).

2.2 Historia de Anaplasma phagocytophilum

A. phagocytophilum fue descrita por primera vez en 1932 durante un estudio de virus en ovejas de
Escocia. Fue identificada en leucocitos de ovejas y la patologia fue nombrada la fiebre transmitida
por garrapatas (TBF, por sus siglas en inglés), ya que provocaba un cuadro febril y leucopenia
severa. Inicialmente, el agente etiologico fue nombrado Rickettsia phagocytophila (Foggie, 2018).
La bacteria se disemino por toda Europa siendo responsable de la fiebre trasmitida por garrapatas
en rumiantes domésticos (Woldehiwet, 1983). Posteriormente, fue nombrada Cytoecetes

phagocytophila debido a su predileccion por los granulocitos (Madewell and Gribble, 1982).

La infeccion fue reportada en caballos de California en 1968, responsable de la Erliquiosis
Granulocitica Equina (Madigan y Gribble, 1987). La AGC canina fue reportada por primera vez en
california en el afio de 1982 (Madigan and Gribble, 1987). Los primeros reportes de AGH (descrita
como Erliquiosis Granulocitica Humana) fueron realizados en Estados unidos en 1996 (Chen et al.,

1994).

El reconocimiento de que la HGA era causada por un agente estrechamente relacionado con el
agente causal de la TBF en rumiantes y la Erliquiosis Granulocitica Equina y la capacidad de estos
organismos para invadir y replicarse dentro de los neutrofilos, dio lugar a la reorganizacion
filogenética de las familias Rickettsiaceae y Anaplasmataceae siendo reclasificadas de acuerdo a
analisis moleculares de los genes codificadores de la unidad 16S rRNA y de la proteina groESL

como una misma especie nombrandola Anaplasma phagocytophilum (Dumler et al., 2001).

2.2.1 Generalidades
El termino Rickettsia hace alusién a un gran nimero de bacterias gramnegativas, intracelulares

obligadas, que son trasmitidas por artrépodos hematdfagos. El orden Ricketstsiales engloba a dos



gryes familias Anaplasmataceae que incluye los géneros: Anaplasma, Erliquia, Wolbachia y
Neorickettsia y la familia Ricketstsiaceae que alberga los géneros Rickettsia, orientia y Coxiella
(Bowman, 2011).

A. phagocytophilum es un patdogeno zoondtico reemergente que es transmitido por garrapatas, este
organismo es el agente etioldgico de la HGA, AGC, Anaplasmosis Granulocitica Equina y la TBF

de los rumiantes (Stuen et al., 2013).

La anaplasmosis se describe como un grupo de enfermedades febriles agudas, infecciosas,
inmunosupresoras, trasmitidas por garrapatas y causadas por microorganismos de diferentes
especies del género Anaplasma spp. (Alberti et al., 2005). A. phagocytophilum infecta una gran
diversidad de especies hospedadoras, incluidos los humanos, animales silvestres (roedores,
carnivoros y venados) y animales domésticos, incluidos perros, vacas, ovejas y caballos. Se ha
informado que esta enfermedad puede causar fiebre, anorexia, dolor, neutropenia, trombocitopenia,
asi como la formacion de cuerpos de inclusion citoplasmaticos en los neutréfilos (Engvall et al.,

1996).

2.2.2 Clasificacion taxonomica

A. phagocytophilum pertenece a la familia Anaplasmataceae, en el orden Rickettsiales y la clase
Alphaproteobacteria. La familia anaplasmataceae comprende cinco géneros: Ehrlichia,
Anaplasma, Neorickettsia, Aegyptianella y Wolbachia, y dos géneros menos estudiados, Cyidatus
Neoehrlichia y Cyidatus Xenohaliotis. El género Anaplasma esta conformado por siete especies:
A. marginale, A. centrale, A. ovis, A. caudatum, A. bovis, A. platys y A. phagocytophilum (Dumler
et al., 2001). Se ha encontrado una nueva especie de Anaplasma llamada Anaplasma odocolei sp.
nov. se aislo del venado cola blanca cautivo (Odocoileus virginianus) en los Estados Unidos (Tate
etal., 2013).

2.2.3 Caracteristicas morfologicas

A. phagocytophilum se describe como un organismo cocos pleomorficos, intracelulares obligados,
gramnegativos, que mide 0.2 a 2.0 um de didmetro. Se encuentra envuelto por dos membranas, la
membrana externa es rizada por lo cual crea un espacio periplasmico irregular, y carece de capsula.
Dentro de los granulocitos infectados, la bacteria estd presente en forma de macrocolonias
(morulas) en el interior de vacuolas intracitoplasmaticas, donde esta se replica. Las moérulas varian

de 1.5 ym y 6 pm de diametro (Atif, 2015).



La bacteria puede estar fuertemente empaquetada dentro de las inclusiones, debido a una pérdida
del peptidoglicano y lipopolisacarido (LPS). La pérdida le confiere la capacidad para que las
bacterias se expriman dentro de un espacio intravascular limitado mientras mantienen la plasticidad
de los granulocitos infectados que se requieren para la circulacion capilar (Lai et al., 2009). Las
hebras finas de ADN y los ribosomas se ven claramente dentro de las bacterias. Se tifie mal con la
tincion de Gram, estas se tifien mejor con la tincion de Giemsa o Leishman. La tincion de
Romanowsky tifie las bacterias de color purpura, lo que permite la visualizacién de las morulas

(Popov et al., 1998).

A. phagocytophilum pueden presentar dos formas, pequenas células de nucleo denso que posee
actividad de union celular y la capacidad de ingresar en las células huésped y células reticuladas,
las cuales se multiplican dentro de la célula huésped, y vuelven a madurar a células densas que son

liberadas, tras la lisis de la célula huésped (Lai et al., 2009).

2.2.4 Distribucion epidemiolégica

La AGC ha sido documentada esporadicamente en todo el mundo (Bexfield et al., 2005). En Europa
el patdgeno se ha detectado en las garrapatas de la mayoria de los paises y las tasas de infeccion
oscilan entre el 0:4% y el 67% (Stuen, 2007). Ha sido reportada en Alemania (Chirek et al., 2017),
Francia (Pantchev et al., 2009), Australia (Kirtz et al., 2007), Italia (Pennisi et al., 2012), Espana
(Solano-Gallego et al., 2006), Portugal (Santos et al., 2009), en paises escandinavos (Jaderlund et
al., 2007), paises de Europa central (Carrade et al., 2009), Europa oriental (Pantchev et al., 2009;
Pantchev et al., 2015) y paises balticos (Berzina et al., 2013).

En Asia solo se han realizado pocos estudios en paises como China (Cao et al., 2000), Japon
(Ybaniez y Inokuma, 2016), Corea (Han et al., 2018), India (Borthakur et al., 2014), Turquia
(Glinaydin et al., 2018) e Iran (Bahrami et al., 2018) aunque parece probable que India sea

endémica para este microorganismo (Stuen, 2007).

En Africa son pocos los articulos publicados sobre la aparicion de Anaplasma phagocytophilum
(Teshale et al., 2018) solo se ha reportado en Ugya (Muhanguzi et al., 2010), Tunes (Sarih et al.,
2005) y Etiopia (Teshale et al., 2015)

En los EUA se considera un problema de salud remergente, Anaplasma es reportada con frecuencia
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en los estados del medio oeste y noreste de EUA donde se ha reportado un aumento de la infeccion
de perros por Anaplasma spp (Galemore et al., 2018). La infeccion se ha reportado con menor
frecuencia en América del Sur en paises como Colombia, Venezuela, Paraguay Argentina y Costa

Rica (Dumler, 2013).

En México, se han realizado algunos estudios sobre la prevalencia de A. phagocytohilum en
diferentes estados del pais. Se demostr6 la presencia de esta bacteria en 22 estados del pais, siendo
este el patdgeno mas comunmente detectado y estimaron una prevalencia de 11% (Sosa-Gutiérrez
et al., 2014; Sosa-Gutierrez et al., 2016). Asi también, Movilla et al. (2016) reportaron por examen
serologico una prevalencia de Anaplasma spp de 9.9%, con la prevalencia mas alta detectada en el

noroeste (16.4%) y la més baja en los estados del centro norte del pais (0.6%).

Otros estudios han reportado la presencia de anticuerpos contra A. phagocytophilum en perros en
el estado de Monterrey (Salinas-Meléndez et al., 2014). En el estado de Campeche se realizé un
estudio donde encontraron, mediante la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR), una
prevalencia de A. phagocytohilum de 3 y 27% en zarigiieyas y perros, respectivamente (Rojero-
Vazquez et al., 2017). Un estudio informo la presencia de A. phagocytophilum en roedores
silvestres del centro del pais, destacyo el riesgo potencial para los humanos y la vida silvestre

(Sosa-Gutierrez et al., 2016).

2.2.5 Transmision y ciclo evolutivo de A. phagocytophilum

A. phagocytophilum se mantiene en ciclos naturales, donde estan involucradas las garrapatas duras
ixodidae y hospedadores vertebrados (Sosa-Gutiérrez et al., 2014). Las garrapatas son parasitos
hematofagos de una gran variedad de hospederos vertebrados incluido reptiles y humanos, su
importancia radica en que son vectores potenciales de enfermedades de importancia en salud

publica (Bowman, 2011).
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Ilustracion 1Distribucion de patdogenos seleccionados transmitidos por garrapatas detectados por PCR en
garrapatas recolectadas mediante arrastre de garrapatas, de humanos y animales en México (Sosa-Gutierrez

et al., 2016).

Las garrapatas son responsables de la transmision de la bacteria a los huéspedes mamiferos por
medio de la picadura durante su alimentacion. A. phagocytophilum se mantiene dentro de la
garrapata desde la etapa de ninfa hasta adulta (transmision transestadial), por lo que puede trasmitir
la bacteria que se alimenta de otro huésped. Estos nuevos hospedadores infectados seran la fuente
de infeccion para la siguiente generacion de larva (Zhi et al., 2002).

No hay evidencia de trasmision transovarica (de adultos a huevos), las larvas no pueden trasmitir
la bacteria, pero si las ninfas infectadas y las garrapatas adultas (Telford et al., 1996). Por ello las
tasas de infeccion reportadas en muchos estudios son mas altas en las garrapatas adultas que en las
ninfas. Sin embargo, se ha demostrado que la transmision transovarica de A. phagocytophilum se
produce a alta frecuencia (hasta un 40%) para Dermacentor albipictus en los Estados Unidos. No
obstante, en condiciones experimentales las garrapatas larvarias F1 infectadas que se criaron hasta
la madurez no pudieron transmitir las bacterias a su progenie larvaria F2 (Baldridge et al., 2009).
En raras ocasiones se ha notificado la transmision de A. phagocytophilum en ausencia de un vector

de garrapata. La transmision nosocomial del organismo se informo recientemente en China (Zhang
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et al., 2008). Una investigacion de brote sugirio que la transmision se produjo a través del contacto
directo y cercano con la sangre y las secreciones respiratorias de un paciente que muri6 de AGH.
También se describen la posible transmision de A. phagocytophilum a humanos de forma
transplacentaria y después de la transfusion de sangre (Kemperman et al., 2008). La infeccion
perinatal con A. phagocytophilum se describié en una perra de Wisconsin con un feto momificado
retenido. No se document6 evidencia de infeccion en los cachorros sobrevivientes de la camada
(Plier et al., 2009).

A. phagocytpohilum es trasmitida por varias especies de garrapatas del género Ixodes, las especies
varian de acuerdo con la region geografica, asi como de los factores ambientales que ocurren en
dichas areas geograficas. En Europa el vector principal es la especie Ixodes ricinus (Macleod y
Gordon, 1933). En Asia Ixodes persulcatus y Dermacentor silvarum son los principales vectores
(Ohashi et al., 2005). En EUA se ha reportado que los principales vectores son Ixodes pacificus en
el oeste de los Estados Unidos, 1xodes scapularis en la parte superior del medio oeste y el noreste
(Dantas-Torres et al., 2012).

En México se ha descrito la garrapata Ixodes scapularis distribuida en el Noreste e I. pacificus en
la costa Noreste, asi como Amblyomma americanum en Tamaulipas y Jalisco. Sin embargo, se ha
reportado que la garrapata café del perro (Rhipicephalus sanguineus) es un importante vector de A.
phagocytophilum en México, su distribucion en todo el territorio nacional y sus caracteristicas de
adaptacion la convierten en un vector idoneo (Prado-Avila et al., 2018).

El ciclo de vida de las garrapatas Ixodidae se inicia con la eclosion del huevo ovopositado por la
hembra gravida, del cual emerge la larva, después de una semana aproximadamente de ser
ovopositada necesita un hospedador del cual alimentarse; el periodo de alimentacién es corto, y se
alimenta principalmente de pequefios mamiferos (Waladde et al., 1996)(Waladde et al., 1996).
Después, la larva cae al suelo para realizar la muda a ninfa y se alimenta de otro hospedador, en
garrapatas de dos hospedadores pueden realizar la metamorfosis en el mismo hospedador y luego
dejarse caer. Las ninfas desarrolladas después de la muda de la larva, tienen sus mismas
caracteristicas, excepto que pueden vivir por mas tiempo. En las especies de garrapatas de uno y
de dos hospedadores, la ninfa se alimenta de sangre del hospedador y muda sobre ¢l en un corto
periodo de tiempo, mientras en las garrapatas de tres hospedadores, la ninfa cae al suelo, donde
puede mudar dentro de las proximas dos semanas o después de varios meses (Padgett and Lane,

2001).
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En el estado adulto se presenta la diferenciacion sexual de las garrapatas, en esta etapa se alimentan
principalmente de mamiferos mas grandes (rumiantes domésticos). El comportamiento de los
adultos de garrapatas que mudan en el suelo en el estado de ninfa (garrapatas de tres hospedadores),
es similar a sus estados larvales y ninfales y solo se diferencia de estos porque pueden permanecer
por periodos largos de tiempo sin alimentarse(Echeverry y Rios Osorio, 2016). La copula de las
garrapatas duras se da sobre el hospedador, después de lo cual la garrapata hembra se repleta de
sangre y cae a la vegetacion, donde busca un lugar himedo y protegido en el cual poner sus huevos,
después de esto la garrapata hembra muere. La duracion de este ciclo depende de la adaptacion de
las especies de garrapatas duras a la temperatura, la humedad y la disponibilidad de hospedadores
(Bowman, 2011).

Existen diversas cepas de A. phagocytophilum en la naturaleza, y las susceptibilidades de las
especies de mamiferos a las cepas de A. phagocytophilum varian. En garrapatas del género Ixodes
Spp este microorganismo no puede ser transmitido de forma transovérica. Por lo tanto, las larvas
no estan infectadas. Las garrapatas en la etapa larvaria, ninfa o adulta adquieren cepas de A.
phagocytophilum a través de la alimentacion de sangre en animales infectados. Una vez infectado
en la etapa larvaria o ninfa, A. phagocytophilum se mantiene en garrapatas a través de la
metamorfosis y muda a la siguiente etapa de la vida y se transmite a los animales a través de la
alimentacion de sangre cuyo el animal huésped es susceptible a la cepa particular. Los seres
humanos son susceptibles a solo cepas limitadas, son el huésped sin salida de A. phagocytophilum
y no son una parte normal del ciclo de vida de A. phagocytophilum o garrapatas. La susceptibilidad
de las especies animales a las putativas cepas de Anaplasma mostradas es una propuesta, la mayoria

de las cuales no se ha probado experimentalmente (Rikihisa, 2011).

2.2.6 Patogenia de la infeccion A. phagocytophilum

Las garrapatas adquieren A. phagocytophilum al alimentarse de un hospedador infectado, esta debe
permanecer adherida durante 36 a 48 h para que se realice la trasmision (Nyarko et al., 2006). En
las garrapatas Ixodidae la bacteria sobrevive en las glandulas salivales y en las células del intestino
medio. La bacteria presenta dos variaciones morfologicas, pequeiias células de nucleo denso (DC)
que contienen protoplasma condensado, las cuales se unen a células granulociticas del huésped, la
cual es la forma infectante, y las células reticuladas (RC) que se multiplican intracelularmente y

posteriormente maduran en células de nucleo denso que se liberan tras la lisis celular (Troese et al.,
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2011). A. phagocytophilum es una de las pocas bacterias conocidas que sobreviven y se replican

dentro de los granulocitos de neutrofilos (Chapman et al., 2006).

Durante la picadura de garrapata, A. Phagocytophilum obtiene acceso al torrente sanguineo, donde
alcanza el entorno intracelular necesario para su replicacion y colonizacion del huésped. Infecta a
los granulocitos, predominantemente neutrdfilos, donde se replica en vesiculas unidas a la
membrana, formando microcolonias llamadas morulas. Sin embargo, A. phagocytophilum también

se ha vinculado a las células endoteliales (Munderloh et al., 2004).

A. phagocytophilum posee estrategias de supervivencia intracelular, incluida la inhibicién de la
funcion fagosoma-lisosoma para prevenir la destruccion mediada por células, asi como la evasion
de la inmunidad adaptativa del huésped mediante la presentacion en serie de variantes genéticas

(Dumler et al., 2001).

La infeccion por A. phagocytophilum se asocia mas comunmente con el desarrollo de
trombocitopenia leve a moderada, aunque también pueden ocurrir otras citopenias, como

neutropenia, linfopenia y anemia leve (Carrade et al., 2009).

2.2.7 Signos clinicos en los perros

La mayoria de los perros infectados naturalmente con A. phagocytophilum probablemente
permanezcan sanos (Beall et al., 2012). Los signos clinicos méas comunes en perros infectados con
A. phagocytophilum que desarrollan una enfermedad son letargo y fiebre, que se producen después
de un periodo de incubacion de 1 a 2 semanas. Se ha informado letargo en casi todos los perros
afectados (Poitout et al., 2005). La hiporexia o anorexia ha sido reportada en un rango de 47 a 88%
de los perros. Los signos musculoesqueléticos, como la renuencia a moverse y la cojera, se han
reportado con frecuencia. Es menos comune la polidipsia, mucosas palidas. Se han reportado signos
gastrointestinales que incluyen vomito y diarrea, y hemorragia que se manifiesta como petequias
mucosas, melena o epistaxis (Chirek et al., 2017). Es posible que se presente esplenomegalia y
linfadenopatia leve, detectadas durante el examen fisico o después de una imagen radiografica o

ecografica (Chirek et al., 2017).

2.2.8 Diagnostico de la infeccion A. phagocytophilum

La deteccion directa de A. phagocytophilum por la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa
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(PCR, por sus siglas en inglés) es el método mas sensible (Chapman et al., 2006). Los estudios
experimentales han demostrado que el ADN de A. phagocytophilum se puede detectar en la sangre
tan pronto como dos dias después de la infeccion (Scorpio et al., 2011). Sin embargo, un resultado

negativo no excluye a A. phagocytophilum como agente causal.

La deteccion microscopica de morulas en un frotis de sangre es menos sensible que la PCR, y solo
es posible durante la fase aguda de la infeccion (~ 4 a 14 dias después de la infeccion), y no todas

las infecciones muestran morulas detectables (Eberts et al., 2011).

La medicion de anticuerpos mediante el ensayo de inmunofluorescencia (IFAT) o el ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) se puede usar para la deteccion indirecta de A.
phagocytophilum con la limitacion de que las pruebas de anticuerpos pueden ser negativas durante
la fase aguda de la infeccion debido al desarrollo de titulos de anticuerpos. detras de la enfermedad

clinica (Eberts et al., 2011).

2.2.9 Tratamiento y prevencion

El tratamiento de eleccion para la AGC es la doxiciclina (5 mg / kg PO ¢/12h durante 2 semanas).
La mayoria de los perros muestran una mejoria clinica dentro de las 24 a 48 horas del tratamiento
antibidtico inicial. A pesar de las contraindicaciones médicas un estudio document6é que dos de
ocho perros infectados requirieron hasta seis dias de tratamiento con tetraciclina para la resolucion

completa de los signos clinicos (Poitout et al., 2005).

La infeccion se puede prevenir evityo que las garrapatas se adhieran al anfitrion, y la pronta
eliminacion de las garrapatas. Se ha demostrado que las combinaciones de imidacloprid,
permetrina, fipronilo y metoprenado previenen la transmision de A. phagocytophilum a perros de

garrapatas infectadas hasta 25 dias después del tratamiento inicial (Blagburn et al., 2004).

La reinfeccion no se ha reportado en perros. En la literatura humana, la reinfecciéon se ha

documentado en un paciente (Horowitz et al., 1998).

Se ha demostrado que los caballos resisten la reinfeccion después de la recuperacion de la infeccion
inicial con A. phagocytophilum. La infeccion natural puede conferir proteccion a largo plazo contra

el desarrollo de nuevas infecciones (Carrade et al., 2009).
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3. Planteamiento del problema
a) Pregunta de investigacion
(Cual es la prevalencia de Ehrlichia spp y Anaplasma spp y los factores asociados a estas

infecciones en perros de la subregion centro de Tabasco?

b) Justificacion

El clima tropical de Tabasco, es un entorno favorable para la proliferacion de garrapatas, dentro de
ellas Rhipicephalus sanguineus, considerada la principal especie vector de Ehrlichia spp Y
Anaplasma spp. Estas infecciones afectan la salud de los perros ya que ocasionan fiebre, anemia,
depresion, anorexia, trombocitopenia, asi como dafio a diversos o6rganos como higado, bazo y
nodulos linfaticos, e inclusive ocasionarles la muerte (Medrano-Bugarini et al., 2019). No obstante
estas infecciones pueden también ser transmitidas a las personas, ocasionando infecciones graves
que ponen en riesgo la vida de las personas, por lo que son consideradas un problema de salud
publica (Alcantara-Rodriguez et al., 2020). Determinar la prevalencia y factores asociados a las
infecciones en perros domésticos puede contribuir a generar medidas de intervencion que
disminuyan la presencia de estas infecciones, contribuyendo asi a mejorar la salud de los caninos

y salvaguardar la salud publica.

¢) Objetivo general y objetivos especificos
Objetivo general:

e Determinar la prevalencia y los factores asociados a la infeccion de bacterias del género
Ehrlichia spp y Anaplasma spp en perros con duefio de la subregion Centro, Tabasco,
Meéxico.

Objetivos especificos:

e Identificar molecularmente las especies de Ehrlichia spp y Anaplasma spp que infectan la
sangre de perros con duefio de la subregion, Centro, Tabasco.

e Determinar la prevalencia de Ehrlichia spp Y Anaplasma spp en los perros estudiados.

e Identificar los factores asociados a la infeccion de Ehrlichia spp Y Anaplasma spp en perros

con duefio de la de la subregion, Centro, Tabasco.
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4. Materiales y métodos

4.1 Area de estudio:
El presente estudio se llevo a cabo en la Subregion Centro del estado de Tabasco, ubicadaa 17° 99’

latitud Norte y 92° 95’ longitud oeste. En la Subregion Centro se incluye la ciudad de Villahermosa
capital del estado de Tabasco, en el sureste de México. La temperatura anual promedio es de 26°C

y presenta precipitacion pluvial todo el afio (INEGI, 2020).

Océano Pacifico

llustracion 2Ubicacidn geogréafica de la subregidn Centro en el estado de Tabasco (elaboracién propia).

El presente estudio es de disefio observacional, descriptivo, progresivo y transversal. Se

contemplaron criterios de inclusion y exclusion:

a) Criterios de inclusion:

- Perros con duefio de més de 3 meses de edad y 1.5 kg de peso, sexo indistinto y de cualquier
condicion corporal (1-9), con o sin presencia de ectoparasitos, de la subregion Centro del
estado de Tabasco.

b) Criterios de exclusion:

- Perros cuyo manejo sea dificil.
- Perros menores de 3 meses de edad.
- Perros sin duefio.

- Perros menores de 1.5 kg de peso cuya recoleccion de la muestra sea de dificil acceso o que

afecte la salud y el bienestar del paciente.
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4.2 Tamaiio de la muestra
El tipo de muestreo empleado fue un muestreo estratificado con asignacion proporcional. Para

determinar el tamafio de muestra de la poblacion canina se utilizé el Censo Canino 2014 (Gnico
disponible en la SSA del estado de Tabasco) en el cual se contempla una poblacion total 261,930
perros. Se utiliz6 una prevalencia esperada del 50% debido que se desconoce este dato en el lugar
de estudio y este valor se consider6 el mas conservador, indicio que existe la misma posibilidad de
encontrar o no el objeto de estudio en la poblacion. Se utilizo la formula para determinacion del
tamafio de muestra en poblaciones finitas y conocidas de acuerdo con (Murray y Larry, 2020).
Sustituyendo los valores se obtuvo una poblacion de 1,302 perros para todo el estado. Mediante
una asignacion proporcional se obtuvo que para la subregion del Centro se requiere muestrear un

total de 332 perros.

4.3 Toma de la muestra de sangre para la identificacion de Ehrlichia spp. y Anaplasma spp.

Las muestras de sangre de los perros se obtuvieron de la vena cefélica utilizando aguja Vacutainer®
y se depositaron en tubos de 4 ml con EDTA. Posteriormente, las muestras fueron identificadas
utilizando niimeros consecutivos y se conservaron en refrigeracion durante su transporte al
Laboratorio de Investigacion de Enfermedades Tropicales y Transmitidas por Vectores de la
Universidad Judrez Autonoma de Tabasco, en donde se almacenaron a - 20 °C hasta su

procesamiento.

4.4 Extraccion de ADN gendomico para la identificacion de Ehrlichia spp. y Anaplasma spp.

Para llevar a cabo la extraccion 100 pl de sangre anti-coagulada se resuspendieron en 180 pl de
solucion de lisis de eritrocitos (Tris-HCI 10 mM pH 8,0, Triton X - 100 al 1% y sacarosa al 11%)),
la mezcla se incubd cinco minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, la mezcla fue
centrifugada a 18, 000 x g cinco minutos y se decanto el sobrenadante, este paso fue repetido tres

veces para lisar por completo células sanguineas y eliminar la hemoglobina.

Después, 60 ul de solucion de lisis de leucocitos (Tris-HCI 10 mM pH 8.0, NaCl 400 mM y EDTA
2 mM), 10 pl de solucién de proteinasa K (proteinasa K 1 mg / ml, SDS al 1% y EDTA2 mM) y 2
ul de SDS al 20 % fueron afiadidos a la muestra. La mezcla se incubd a 65°C por una hora.
Posteriormente, se adicionaron 30 pl de acetato de potasio y se incubaron en hielo humedo durante

30 minutos. Terminada la incubacioén, la mezcla fue centrifugada a 18, 000 x g quince minutos y el
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sobrenadante se recuperd y se colocd en un nuevo tubo de serologia (Eppendorf® de 1.5 ml).
Posteriormente, se agregaron 200 pl de isopropanol absoluto y se dejo precipitar el ADN durante

toda la noche.

Al dia siguiente, la muestra se centrifugo a 18, 000 x g durante 15 minutos y se descanto el
isopropanol sobrenadante. Después se adicionaron 200 pl de etanol al 70% y posteriormente, la
muestra fué centrifugada a 18, 000 x g y el etanol desechado. E1 ADN obtenido se secd durante 30
minutos y posteriormente, se resuspendi6 usando 50 pl de soluciéon de TE (10 mM Tris-HCI, EDTA
1 mM, pH 8.0).

4.5 Cebadores y reaccion de PCR para identificar Ehrlichia spp. en ADN gendémico
procedente de sangre de perros

Para determinar la presencia de bacterias del género Ehrlichia spp. en ADN genémico procedente
de la sangre de los perros muestreados se utilizaron un par cebadores generales para detectar el
género Ehrlichia spp. Posteriormente, se realizé una segunda PCR utilizando cebadores especificos
para identificar E. canis. El nombre de los cebadores, su secuencia, el sitio de origen, la masa
molecular de sus productos de PCR y su reaccion de PCR pueden ser observados en el Cuadro 1.
La cantidad total de ADN de cada muestra extraida fue cuantificada empleando un NanoDrop
(ThermoFisher Scientific, USA) y posteriormente homogenizada a una concentracion de 100 ng/ul

para ser usada en la PCR.
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Tabla 1Datos generales de los cebadores y las reacciones de PCR empleados para realizar el

diagnéstico de Ehrlichia spp. en los perros muestreados.

Especie Cebador Secuencia Orige Product Reaccion de PCR
n 0
Ehrlichi EHRI16S Forward: 16 Desnaturalizacion
s
aspp. D 3°"GGTACCYACAGAAGAAGTCC 345 pb
fRNA
3 05°C x S min
EHRI6S  Reverse: 35 ciclos de:
R 5"TAGCACTCATCGTTTACAGC3’ 94°C x 30s
35°C x 30s
72°C x 90s

Extension final:

72°C X 5 min

Ehrlichi CANIS Forward: Desnaturalizacion
a canis 5"CAA-TTA-TTT-ATA-GCC-TCT- :;;_A 409 pb :
GGC-TAT-AGG-A 3 95°C x 5 min
GAIR Reverse: 40 ciclos de:
5*GAG-TTT-GCC-GGG-ACT-TCT- 937Cx 30s
TCT3- 60°C x30s
72°C x 90s

Extension final:

72°C x 5 min

(Nazari et al., 2013).

4.6 Cebadores y reaccion de PCR para identificar Anaplasma phagocytophilum en ADN
gendomico procedente de sangre de perros

Se utilizaron dos diferentes pares de cebadores uno para la identificacion de género (E1, E2)
creados partir de una region conservada del gen 16 s rRNA y el segundo par de cebadores para la

identificacion de especie (MSP465fy MSP980r) originado de una region conservada del gen Msp2.
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En la tabla 2 se observan los cebadores a utilizar, el gen de origen, la secuencia de cada cebador el

microorganismo de la cual fue obtenida la secuencia y el tamafio de ampliacioén esperado.

Tabla 2Cebadores a utilizar durante el presente estudio.

Gen Primer  Secuencia Microorganismo Amplicon

16s El GGC ATG TAG GCG GTIT Phagocitophylla  262pb
rRNA CGG TAA genogroup
GTT-
E2 CCC CACATT CAGCACTCA
TCG
TTT A-

Msp2 MSP465f Forward: Anaplasma 550pb
5' phagocytophillum
TGATGTTGTTACTGGACAGA
3

MSP980r Reverse:
5
CACCTAACCTTCATAAGAA
3

(Caspersen et al., 2002).

4.7 Determinacion de la prevalencia de Ehrlichia y Anaplasma spp. en los perros

muestreados.

Para determinar la prevalencia de perros infectados por Ehrlichia spp. y Anaplasma spp. se aplico

la formula general de prevalencia:
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Donde P:es la prevalencia estimada en el tiempo justo que se realizara el estudio, Ctes el numero
total de casos que resulten positivos durante ese periodo y Ni es el nimero total de individuos

estudiados durante ese periodo de tiempo.

4.8 Analisis estadistico para identificar factores asociados a la infeccion de E. canis y A.
phagocytophilum en los perros muestreados.

Los anélisis estadisticos fueron realizados empleando el programa IBM SPSS version 22°
(IBM Corporation, Armonk, NY). Con las variables consideradas posibles factores asociados a la
infeccion de A. phagocytophilum en perros, se realizé un modelo de regresion logistica binomial,
para explicar la presencia o ausencia de perros infectados. Para seleccionar las variables a incluir
en el modelo, inicialmente se realizaria un andlisis de regresion logistica univariada, para explorar
la posible asociacion entre cada una de las variables independientes y la presencia o ausencia de
infecciones en los perros. Se considerarian significativas aquellas con valor de P< 0.05.
Una vez seleccionadas las variables independientes se realizan diversos ensayos para elegir el
método de entrada al programa estadistico (IBM SPSS version 22) que mas se adecue. El nivel de
confianza sérica del 95%, se calcularon los Odds Ratio y se consideraron significativos los valores

de P<0.05.
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5. Resultados
5.1 Resultados Ehrlichia spp.

Se muestrearon un total de 223 perros en la subregion Centro del estado de Tabasco. Los resultados

de la PCR para A. phagocytophilum fueron todos negativos. Con relacion a E. canis se registré una

prevalencia de 8.52% (19/223). Las variables estudiadas fueron dicotomizadas y analizadas

mediante Regresion Logistica Univariada. Los resultados mostraron una asociacion de las variables

condicion corporal (< 3) y la procedencia del perro (rural), como puede observarse en el Cuadro 3.

Las demas variables evaluadas no presentaron significancia (P< 0.05) en el andlisis univariado, por

lo que el desarrollo de un analisis multivariado no fue posible.

Tabla 3Prediccion de variables asociadas a la infeccion de Ehrlichia canis mediante regresion

logistica univarida.

Variables B EE Wald GL OR ValordeP ICal95%
Raza (No pura vs pura) 079 048 269 1 222 0.1 0.85-5.76
CC (=3 vs=>3) 158 049 1025 1 485 0.01* 1.84-12.76
Edad (=2 vs >2) 050 048 109 1 1.65 0.29 0.64-4.24
Procedencia (Rural vs urbano) 1.08 049 472 1 294 0.03* 1.11-7.8
Actividad (Dentro vs fuera) 066 067 095 1 193 032 0.51-7.28
Género (Macho vs hembra) 020 048 0.17 1 1.22 0.67 0.47-3.16
Talla (Grande vs chico) 071 054 174 1 204 0.18 0.70-5.88
Pelaje (Corto vs largo) 026 0.77 0.11 1 129 0.73 0.28-5.92
Color (Oscuro vs claro) -0.72 048 022 1 093 0388 0.36-2.38
Veterinario (No vs si1) 055 048 129 1 1.74 0.25 0.66-4.55
Desparasitaciones (No vs s1) 1.06 053 398 1 290 046 1.01-8.26
Garrapatas (s1 vs no) 099 053 337 1 2.69 0.06 0.93-7.75
Dormitorio (Fuera vs dentro) 2.01 103 376 1 7.5 0.05 0.97-57.45
Casa (Madera vs concreto) 025 066 014 1 128 0.70 0.35-4.71
Basura (s1 vs no) -0.16 051 0.10 1 084 0.74 0.30-2.32

B: Coeficiente de regresion, EE: Error estandar, Wald: Estadistico de Wald, GL: Grados de

libertad, OR: Odds ratio, IC: Intervalo de confianza. * Variables con valor de P < 0.05
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6. Discusion

E. canisy A. phagocytophilum son reconocidas bacterias que afectan la salud de perros alrededor
del mundo. En el presente estudio no se encontraron perros positivos a la infeccion de A.
phagocytophilum y la prevalencia de E. canis fue baja comparada con otros reportes en Costa
Rica, Pakistan, Brazil y el Caribe (Wei et al., 2014; Malik et al., 2018; Paulino et al., 2018;
Alhassan et al., 2021).

En comunidades rurales de Yucatan, en México la prevalencia de E. canis ha sido mayor
(29.26%) a lo reportada en el presente estudio. Sin embargo, tampoco encontraron evidencia
molecular de infecciones de A. phagocytophilum en los perros estudiados (Ojeda-Chi et al.,
2019).

En el presente estudio la falta de asociacion estadistica entre la variable independiente presencia
de garrapatas y la variable dependiente, positivo a la infeccion de E. canis puede deberse al
hecho de que un alto porcentaje de perros 46.63% (104/223) presentaron infestaciones por
garrapatas pero no presentaron la infeccion de la bacteria. Aunque no fue comprobado en el
presente estudio, lo anterior puede ser debido a un bajo rango de infeccion en el vector. Este
resultado también contrasta de lo obtenido en perros del estado de Yucatan en donde la
infestacion de garrapatas fue de 60% y la prevalencia de E. canis fue de 62% en la poblacion

canina estudiada (Diaz-Medina et al., 2016).

En general, las pruebas moleculares se han destacado por ser altamente especificas para detectar
este tipo de patogenos al compararse con pruebas seroldgicas. Sin embargo, existe una gran
cantidad de reportes de seroprevalencia de E. canis en perros de diferentes partes del mundo.
Asi, un estudio realizado en Peru report6 una seroprevalencia de 51.3% en perros infestados por
la garrapata café del perro Rhipicephalus sanguineus. Dentro de los factores asociados a la
infeccion por E. canis, el estudio reportd una pobre condicion fisica, un elevado niimero de
garrapatas y una mayor prevalencia en perros de edad adulta (Huerto-Medina y Damaso-Mata,
2015). La prevalencia reportada en Perti fue mayor la encontrada en el presente estudio. Sin
embargo, es facil notar que las poblaciones caninas estudiadas fueron diferentes, por lo que una

comparacion directa no seria razonable.
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En Costa Rica se ha reportado una prevalencia de E. canis de 32% (Barrantes-Gonzalez et al.,
2016). Sin embargo, se ha discutido anteriormente que las pruebas seroldgicas son menos
especificas que las pruebas de PCR debido a que detectan los anticuerpos circulantes que

permanecen semanas después de haber adquirido e incluso eliminado la infeccion.

En contra parte, estudios moleculares y recientes han reportado baja prevalencia molecular de
infecciones tanto de Anaplasma spp como de Ehrlichia spp, similar a la encontrada en el
presente estudio. Asi, un amplio estudio de diagndstico molecular llevado a cabo en Texas, EE.
UU. Reportd una prevalencia de 5.78% para E. canis y A. platys (Modarelli et al., 2019).
Similarmente, en Paraguay se reportd una prevalencia molecular de 10.41% para estos mismos
patdgenos (Pérez-Macchi et al., 2019), mientras que en Colombia se reportd una prevalencia
molecular de 13% en perros de zonas pertenecientes a zonas urbanas (Gallego et al., 2023). Otro
estudio realizado en 100 perros de La Comarca Lagunera, entre los estados del norte de Coahuila
y Durango en México se reporté una prevalencia de E. canis de 10%, la cual es similar a la
reportada en el presente estudio (Almazan et al., 2016). Estos estudios tienen en comun al
presente estudio que la poblacidon canina pertenecié principalmente a zonas urbanas, todos
fueron perros con dueiio, la obtencion de las muestras fue al azar y el diagnostico se realizd
mediante PCR, por lo que esta discusion resalta la importancia de la comparacion con estudios
en donde las poblaciones, técnicas e incluso la fecha en que se realizan los estudios sean

similares.

De las variables estudiadas en el presente trabajo, dos variables fueron significativamente
asociadas a la infeccion: condicidon corporal <3 y pertenecer a una zona rural. Los estudios
recientes indican que las variables: edad avanzada, no tener un tratamiento ectoparasitario, y
pertenecer a una poblacion con estrato socioecondmico bajo se asocian significativamente a la
infeccion de E. canis (Modarelli et al., 2019; Gallego et al., 2023). Sin embargo, no debe
perderse la vision clinica general de la poblacion canina estudiada ya que en este estudio no se
descarta la posibilidad de otras infecciones concomitantes o causadas por otros ectoparasitos
diferentes a garrapatas, parasitos gastrointestinales u otras variables inherentes al manejo de los
perros, no consideradas en el presente estudio. El medio rural se encuentra influenciado por
otros factores como son la falta de servicios veterinarios (comparado con el medio urbano), el

estatus economico de la poblacion en estas zonas muchas veces es limitado, lo cual, no permite
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la adquisicion de alimentos de buena calidad para sus mascotas, el uso de farmacos para
controlar las infestaciones de endo y ectoparasitos, y en general, se carece de una cultura

enfocada al cuidado de la salud y bienestar de las mascotas.
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7. Conclusiones
No se encontr6 evidencia molecular de A. phagocytophilum en la poblacion canina estudiada.

La prevalencia molecular de E. canis fue de 8.52% y los factores asociados a la infeccion fueron
una condicion corporal menor a 3 y pertenecer a una zona rural. Incrementar el numero de
muestras ¢ identificar infecciones concomitantes podria mejorar la identificacion de factores

asociados a la infeccion de E. canis.
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