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RESUMEN

Los microorganismos E. canis, E. ewingii y A. platys son bacterias patdogenas
Gram-negativas que tienen una amplia distribucién a nivel mundial, puesto que se
han encontrado en Africa, Europa y América. Su principal vector de transmision
son las garrapatas de la familia Ixodidae, las cuales parasitan principalmente a los
perros domeésticos y silvestres. Estos hemoparasitos ocasionan enfermedades
como la ehrlichiosis monocitica canina (E. canis), la ehrlichiosis granulocitica
canina (E. ewingii) y la trombocitopenia ciclica infecciosa canina (A. platys). Los
signos mas comunes son trombocitopenia, leucopenia, anemia leve variable,
pérdida de peso y fiebre, sin embargo, lo cuadros clinicos pueden ser muy
variados, pudiéndose confundir entre estas mismas u otras enfermedades, por lo
que puede provocar un diagndstico erroneo, ya que es complicado diagnosticar a
los pacientes solo con los datos del historial de contagio con garrapatas y los
signos clinicos presentados. En este contexto, se realiz6é el presente trabajo de
investigacion, el cual consistid en analizar muestras de sangre provenientes de
perros domésticos del Hospital Veterinario Pet’s (ubicado en una zona urbana de
Tuxtla Gutiérrez), para diagnosticar la presencia de E. canis, E. ewingiiy A. platys.
Se confirmd la presencia de estos microorganismos patogenos, reportandose dos
casos de E. canis, un caso de E. ewingii y un caso de A. platys. Ademas, este
estudio marca un hito al constituir el primer reporte de la presencia de E. ewingii y
A. platys en el Estado de Chiapas, asi como informar el primer caso de coinfeccion

entre E. canisy E. ewingii.

Palabras clave: E. canis, E. ewingii, A. platys, Ehrlichiosis, Anaplasmosis,

Caninos, Zoonosis, PCR, Chiapas.
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I.-INTRODUCCION

Los hemoparasitos son organismos microscopicos que viven y se reproducen a
nivel de vasos sanguineos, por fuera o dentro de glébulos rojos o blancos
(Dominguez-Alvarez, 2011). Un ejemplo de estos parasitos son las especies
Ehrlichia canis, Ehrlichia ewingii y Anaplasma platys, las cuales presentan
tropismo por células sanguineas (monocitos, granulocitos o plaquetas) (Tami &
Tami-Maury, 2004). Taxondmicamente se reconoce a E. canis y E. ewingii como
bacterias Gram-negativas del orden Rickettsiales, pertenecientes a la familia
Anamplasmataceae. Mientras que A. platys es del género Anaplasma, orden

Rickettsiales y familia Anaplasmataceae.

Estos microorganismos infecciosos tienen una amplia distribucion a nivel
mundial y pueden ser transmitidos a los animales domésticos por vectores
mecanicos y biolégicos (Rodriguez-Vivas et al., 2000). Se consideran a las
garrapatas de la familia Ixodidae como los principales vectores de transmision de
estos parasitos (Benavides-Montafio & Ramirez, 2003). La presencia de estos
hemoparasitos en los animales domésticos produce ciertas enfermedades que
pueden variar dependiendo del agente infeccioso del que se trate, por ejemplo, la
ehrlichiosis monocitica canina (CME) es causada por E. canis, la ehrlichiosis
granulocitica canina (CGE) por E. ewingii y la trombocitopenia ciclica infecciosa

canina (ICCT) por A. platys.

Estas enfermedades se caracterizan por presentar tres fases: aguda,
subaguda y crénica. De acuerdo a estas fases, los cuadros clinicos seran
diferentes para cada caso, sin embargo, los sintomas mas comunes son
trombocitopenia, leucopenia, anemia leve variable, pérdida de peso, anorexia,
letargia, hipertermia, linfadenomegalia, exudado oculo-nasal seroso o purulento,
hemorragias, petequias y disnea (Guerrero-Puentes, 2016). En algunas ocasiones

pueden presentarse casos de coinfeccidén entre E. canis con E. ewingii o E. canis
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con A. platys, en cualquiera de estas situaciones, la coinfeccion provoca que los

sintomas sean mas graves, pudiendo incluso causar la muerte del enfermo.

El sector mas afectado por este tipo de enfermedades son los perros, sin
embargo, también pueden infectar otros mamiferos como équidos y venados
(Benavides-Montafio & Ramirez, 2003), aunque recientemente se ha considerado
a la CME y CGE como enfermedades zoonéticas, ya que se reportaron casos de
infeccion en seres humanos en varios paises de América, resaltando también la
presencia de México dentro de esta lista (Alcantara-Rodriguez et al., 2020; Buller
et al.,, 1999; Dolz et al., 2013; Tami & Tami-Maury, 2004). Esto ultimo es de
principal atencidn puesto que es evidente que el incremento de la urbanizacién
puede aumentar también el riesgo de contagio zoondtico (Lorenzo Monterrubio et
al., 2017).

Anteriormente para el diagndstico de la ehrlichiosis y anaplasmosis canina
los médicos veterinarios solian basarse en sintomas fisicos, sin embargo,
actualmente este criterio puede ser ambiguo, ya que los sintomas presentados
pueden ser similares con otras enfermedades y ademas, de esta manera no
permite identificar especificamente al agente causal, por lo que el tratamiento
puede no ser el mas adecuado para la correcta recuperacion del paciente.
Posteriormente se empezo6 a utilizar la técnica de la visualizacion de las mérulas
en frotis sanguineo, sin embargo, esto debia ser realizado por una persona
altamente capacitada, ademas de que se invertia demasiado tiempo, ya que

visualizar las moérulas puede ser algo dificil y no siempre pueden detectarse.

Otro diagndstico empleado es la deteccion de anticuerpos mediante
técnicas de IF o analisis de inmunoadsorcion ligado a enzimas (ELISA), el
problema de estos métodos es que no permiten identificar especificamente de qué
especie se trata, ademas, se ha reportado reactividad cruzada entre E. canis, E.
chaffeensis y E. ewingii, asi como con A. phagocytophilum, pudiendo generar

falsos positivos (Franco-Zetina et al., 2019).
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Por otra parte, se han desarrollado métodos género-especificos vy
especie-especificos mediante PCR, permitiendo optimizar el diagndstico en fases
agudas de la enfermedad. Tal es el caso de la PCR anidada del gen 16S ARNTr, la
cual ha sido utilizada para incrementar la especificidad hacia la deteccion de ADN
de E. canis mostrando buenos resultados (Franco-Zetina et al., 2019). Por esta
razon cada vez mas, la PCR se esta convirtiendo en una importante herramienta
clinica de diagnostico para diferenciar la especie infecciosa y para determinar si el
tratamiento ha eliminado de manera eficaz la infeccién (Ettinger & Feldaman,
2007).

Actualmente en el Estado de Chiapas no se han realizado estudios sobre la
seroprevalencia de estas bacterias en los perros, por lo que los unicos datos se
encuentran en un trabajo publicado por Nufiez-Ochoa, (2003), en el que se estudid
la seroprevalencia de E. canis en México. Para ello se evaluaron 2,395 perros en
todo el pais, de los cuales 1,523 presentaron o tuvieron garrapatas, de estos, 793
resultaron positivos a E. canis. Esta investigacion mostrd que la region norte y el
sureste son consideradas zonas enzooticas de alta importancia. Asi mismo, cabe
destacar que el Estado de Chiapas ocup6 el octavo lugar a nivel nacional con una
prevalencia del 41.7%. Si consideramos el crecimiento urbano en la actualidad, es
posible que esta cifra se haya incrementado tanto en Chiapas como a nivel
nacional. Esto se vuelve preocupante sabiendo que E. canis y E. ewingii son

capaces de infectar a los seres humanos.

Debido a los problemas para diagnosticar a estas bacterias en los perros,
asi como la actual emergencia zoondtica de las mismas, la propuesta de este
trabajo es diagnosticar eficazmente la presencia de E. canis, E. ewingiiy A. platys
en perros de la ciudad de Tuxtla Gutiérrez Chiapas, mediante la técnica de PCR
anidada, con el fin de proporcionar una valiosa herramienta para los médicos

veterinarios.
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Il.- MARCO TEORICO

2.1. HEMOPARASITOS

2.1.1. Género Ehrlichia

El género Ehrlichia estd compuesto por seis especies que pertenecen a la clase
alfaproteobacteria: E. chaffeensis, E. canis, E. ewingii, E. muris, E. minasensis 'y E.
ruminiantium, (Alcantara-Rodriguez et al.,, 2020). Estas bacterias son
Gram-negativas y tienen forma de cocos o pleomorficos, se encuentran
clasificadas en el orden de las Rickettsiales, pertenecientes a la familia
Anaplasmataceae. Se caracterizan por ser intracelulares obligadas ya que utilizan
células sanguineas como monocitos, granulocitos o plaquetas para adentrarse en
la vacuola citoplasmatica, de esta manera, se mantienen en la naturaleza por la

infeccidn persistente de huéspedes mamiferos (Cruz et al., 2012).

Las especies de Ehrlichia han perdido todos los genes de biosintesis de
lipopolisacaridos (LPS) y algunos otros para la sintesis de peptidoglicano, evitando
de esta manera que se lleve a cabo una respuesta inmune efectiva para su
eliminacién (Franco-Zetina et al., 2019). Sin embargo, la pared celular de la
Ehrlichia es rica en colesterol, que se deriva de la célula huésped y parece ser
importante para la supervivencia de la Ehrlichia y su entrada en las células de los
mamiferos (Ismail et al., 2010). El no contar con peptidoglicano les supone una
gran ventaja para este grupo de bacterias, ya que de este modo obtienen una
mayor flexibilidad y plasticidad, lo que facilita la circulacion en los leucocitos

infectados y demas células infectadas.

Se pueden encontrar dos formas bacterianas de Ehrlichia: células de centro
denso (DC) y células reticuladas (RC). Los DC son las formas maduras infectantes
extracelulares, las cuales miden de 0,4 a 0,6 ym de diametro (Gutiérrez et al.,

2016). La diferencia entre estas células es de gran importancia para el ciclo de
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desarrollo de la bacteria. Cuando tienen la forma de DC logran adentrarse a la
célula por medio de la endocitosis, y una vez estando en el endosoma, se
transforman en formas intermedias para luego madurar y ser RC. Siendo RC, se
multiplican por fision binaria y esto suele durar alrededor de 48 h, lo que dara paso
a nuevas formas intermedias. Finalmente, ocurre una maduracion nuevamente a
DC, pasadas 72 h, para después ocurrir una lisis de la célula hospedera y acaecer

su liberacién (Franco-Zetina et al., 2019).

En palabras de Tami y Tami-Maury (2004), llegan a multiplicarse por fisién
binaria en el interior de la vacuola, y forman una microcolonia, que es visible al
microscopio 6ptico y que por su aspecto se denomina “mérula”. Estas morulas se
aprecian cuando la célula RC se transforma en unas formas intermedias (IM2),
hasta que se llegan a formar las moérulas (vacuola con 20 a 40 cuerpos
elementales) (Gutiérrez et al., 2016). Las morulas pueden ser redondeadas vy
miden aproximadamente de 4 a 6 pm de diametro o también pueden ser ovaladas
y son las formas caracteristicas utilizadas para el diagndstico microscopico
(Gutiérrez et al., 2016).

El vector de estas bacterias corresponde a diversas especies de garrapatas
duras de los géneros Amblyomma, Ixodes y Rhipicephalus (Alcantara-Rodriguez
et al., 2020), cuando las garrapatas muerden, pueden llegar a contaminar con su
saliva (en caso de ser portadoras de alguna de estas especies). Cuando Ehrlichia
ingresa en el cuerpo del hospedero, se desplaza mediante el torrente circulatorio
utilizando a los leucocitos o las plaquetas. Este microorganismo esta relacionado
con ehrlichiosis en varias especies animales como perros, equinos, rumiantes,
felinos y humanos (Oliveira et al., 2009). Ejerce su accion patdogena en el propio
sistema sanguineo, en el vascular, el sistema nervioso central, pulmones, rifiones,

aparato digestivo, higado y piel, entre otros (Tami & Tami-Maury, 2004).
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2.1.1.1. Ehrlichia canis

En 1935, Donatien y Lestoquard del Instituto Pasteur de Argelia visualizaron en
monocitos de perros febriles y con anemia, organismos semejantes a Rickettsias,
por lo que fueron clasificados como Rickettsia canis (Gutiérrez et al., 2016). Sin
embargo, diez afnos mas tarde, en 1945 Moshovski reclasific6 a estos
microorganismos como Ehrlichia canis en honor a Paul Ehrlich. E. canis tiene una
distribucion amplia alrededor del mundo, por lo que es considerada cosmopolita.
Sus principales vectores son las garrapatas Rhipicephalus sanguineus vy
Dermacentor variabilis, (Barrantes-Gonzalez et al., 2016). Se le considera la
causante de la ehrlichiosis monocitica canina (CME) y la ehrlichiosis monocitica
humana (HME). Esta bacteria se encuentra en las moérulas del citoplasma de los

linfocitos, monocitos y macréfagos (Mylonakis et al., 2003).

Cuadro 1. Taxonomia de E. canis.

Taxonomia
Dominio Bacteria
Reino Eubacteria
Filo Proteobacteria
Clase Alpha Proteobacteria
Orden Rickettsiales
Familia Anaplasmataceae
Género Ehrlichia

17



Especie Ehrlichia canis

(Donatien and Lestoquard 1935)
Moshkovski 1945

2.1.1.2. Ehrlichia ewingii

Anteriormente se pensaba que esta especie era una nueva cepa de E. canis, ya
que Ewing et al., (1971) la observaron en granulocitos de un perro que presentaba
una forma leve de ehrlichiosis. Sin embargo, Anderson et al., (1992), después de
analisis genéticos concluyeron que era otra especie a la que nombraron Ehrlichia
ewingii, en honor a Sidney Ewing por su trabajo pionero con este agente
(Gutiérrez et al.,, 2016). E. ewingii tiene un tropismo por los leucocitos
polimorfonucleares y es responsable de diversos grados de poliartritis en

infecciones naturales y experimentales en perros (Goldman et al., 1998).

Al igual que E. canis, E. ewingii es un patégeno de perros y humanos,
siendo el agente causante de la ehrlichiosis granulocitica en ambas especies
(Yabsley et al.,, 2011). Sin embargo, también se ha llegado a encontrar su
presencia en ciervos, caballos y roedores (Liddell et al., 2003). Este
microorganismo también es transmitido por garrapatas, se reconoce a
Amblyomma americanum como el principal vector (Ndip et al., 2005). E. ewingii se
ha encontrado so6lo en neutrofilos y eosinofilos, a diferencia de E. canis y E.
chaffeensis, que se encuentran principalmente en los monocitos circulantes
(Rikihisa et al., 1994).

Por otra parte, Ismail et al., (2010) mencionan que todas las especies de
Ehrlichia patdgenas para el ser humano pueden ser cultivadas in vitro, excepto E.

ewingii, y tampoco se dispone de una prueba serolégica (Rikihisa et al., 1992).
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Cuadro 2. Taxonomia de E. ewingii.

Taxonomia
Dominio Bacteria
Reino Eubacteria
Filo Proteobacteria
Clase Alpha Proteobacteria
Orden Rickettsiales
Familia Anaplasmataceae
Género Ehrlichia
Especie Ehrlichia ewingii

2.1.2. Género Anaplasma

Taxonomicamente pertenece al orden rickettsiales, y se caracteriza por ser
Gram-negativa, pleomoérficas y de crecimiento intracelular obligado. ElI género
Anaplasma esta ahora constituido por A. phagocytophilum (anteriormente E. equi,
E. phagoyitophila o erliquia granulocitica humana), A. bovis y A. platys

(Dominguez-Alvarez, 2011).

2.1.2.1. Anaplasma platys

Hasta el afio del 2001, esta bacteria era conocida como E. platys, pero hoy en dia

se encuentra clasificada como A. platys, perteneciendo a el género Anaplasma,
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orden Rickettsiales y a la familia Anaplasmataceae (Abrego et al., 2009). A. platys
es un agente bacteriano Gram-negativo relativamente pequefio (0.4 a 1.5 um), y
su morfologia tiende a ser variable, ya que se puede encontrar como cocos o
cocobacilares hasta formas moldeadas o contorneadas. Al igual que Ehrlichia,
Anaplasma  existe intracelularmente en 2 formas ultraestructurales
morfolégicamente distintas, células de nucleo denso DC (0,4-0,6 pm) y células
reticuladas RC (0,4-0,6 pym por 0,7-1,9 ym) (Ismail et al., 2010).

Este microorganismo presenta un metabolismo anaerdbico y se reproduce
por fisidbn binaria dentro de una vesicula endosoémica, y parasita las plaquetas
(Uzcategui et al., 2019). Se presenta en forma individual, en pares o grupos
llamados mérulas; a su vez, dentro de una vacuola (Abrego et al., 2009). Se
considera que las bacterias del género Anaplasma tienen un genoma
relativamente pequefio (0.8-1.5 Mb), que han sufrido varios tipos de procesos
evolutivos reductores al perder genes redundantes y han desarrollado una
dependencia de la célula huésped para las funciones necesarias (Ismail et al.,
2010). Esto mismo se puede apreciar en la membrana celular, la cual carece de

ciertos componentes importantes como el lipopolisacarido y el peptidoglicano.

Hoy en dia se ha reconocido a A. platys como el agente causante de la
anaplasmosis canina, dicha enfermedad también es llamada trombocitopenia
ciclica infecciosa canina. Por otra parte, se sabe que su principal vector al igual
que con Ehrlichia, son las garrapatas, sin embargo, no esta esclarecido si se trata
de R. sanguineus (Tateishi T et al., 2015), o de otras garrapatas del género Ixodes.
Oscherov et al., (2011), han reportado la presencia de A. platys en varios paises
de América. Sin embargo, también se han registrado en paises de Europa (Huber
et al., 2017; Kovacevic¢-Filipovi¢ et al., 2018; Sainz et al., 2015), por lo que tiene

una amplia distribucion alrededor del mundo.
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Cuadro 3. Taxonomia de A. platys.

Taxonomia
Dominio Bacteria
Reino Eubacteria
Filo Proteobacteria
Clase Alpha Proteobacteria
Orden Rickettsiales
Familia Anaplasmataceae
Género Anaplasma
Especie Anaplasma platys

2.2. ENFERMEDADES CAUSADAS POR HEMOPARASITOS

2.2.1. Ehrlichiosis monocitica canina (CME)

La CME es una enfermedad multisistémica grave y a veces fatal (Gutiérrez et al.,
2016). Se conoce también como “enfermedad del perro rastreador”, “pancitopenia

canina tropical”’, “fiebre canina hemorragica’, y “tifus canina” (Huerto-Medina &
Damaso-Mata, 2015), y como su nombre lo indica, es adquirida por los caninos

domésticos y silvestres de distintas regiones del mundo. Se reconoce a E. canis
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como la causante de esta patologia, ya que cuando infecta las células sanguineas,

es posible observar su presencia en ellas.

Cuando E. canis es transmitida por la mordedura de la garrapata, suele
llevar un proceso de incubacion, el cual generalmente tarda entre una a dos
semanas. Durante este tiempo la bacteria entra por los vasos sanguineos y
linfaticos; luego, viaja al bazo, higado y ganglios linfaticos para multiplicarse por
fusion binaria y extenderse a otros 6rganos del cuerpo (Aragon-Lopez et al., 2021;
de Castro et al., 2004). Esta enfermedad presenta tres fases: aguda, subaguda y
cronica. Hay sintomas que pueden presentarse en cualquiera de estas fases,
como por ejemplo: fiebre, postracion, esplenomegalia, anemia y trombocitopenia,
sin embargo, se pueden presentar mas sintomas de acuerdo al cuadro que

presente el enfermo.

Aparentemente, esta enfermedad no tiene una relacién por la edad o el
sexo de los huéspedes, por lo que es capaz de infectar a todas las razas de
perros, sin embargo, Nyindo et al., (1980), sugieren que el pastor aleman parece
ser el mas susceptible, ya que en la fase mas grave de la enfermedad muestra

una mayor morbilidad y mortalidad, en comparacion con otras razas de canidos.

Segun Rojas-Trivifio et al., (2013), la fase aguda y subaguda no es muy
especifica, pero se puede observar algunos sintomas como depresion, anorexia,
fiebre y pérdida de peso; también pueden presentarse descargas oculares y
nasales, disnea, tos y edema en extremidades. Sin embargo, Rufino et al., (2013),
reporta sintomas adicionales para la fase aguda, los cuales son letargo,
linfadenomegalia y esplenomegalia. Los hallazgos clinicos en la fase aguda de la

ehrlichiosis pueden ser idénticos a la FEMR canina (Ettinger & Feldaman, 2007).

La mayoria de los perros se recuperan de la fase aguda de la enfermedad,
pero siguen infectados. Algunos meses o afios después de la fase aguda de la
enfermedad, algunos perros desarrollan la forma crénica de la enfermedad

(Rikihisa et al., 1994). En la fase cronica los sintomas suelen ser disposicion a
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presentar hemorragias, la aparicion de petequias y equimosis en la piel y epistaxis
ocasionales (Rufino et al., 2013), asi como la pérdida progresiva de peso,
mucosas palidas y leves hemorragias en las mismas. E. canis es dificil de eliminar,
y cuando los perros estan en la fase cronica, pueden servir como reservorios del
organismo (Murphy et al., 1998). Los signos clinicos asociados a la fase crénica
de la enfermedad pueden clasificarse como moderados a asintomaticos en

algunos perros y graves en otros (Ettinger & Feldaman, 2007).

Es importante mencionar que aunque no es muy comun, suelen
presentarse signos neuroldgicos y oftalmolégicos. En el caso de los sintomas
neurologicos, se presentan por inflamacion o sangrado dentro del SNC (Sistema

Nervioso Central) (Guerrero-Puentes, 2016).

El diagnéstico de esta enfermedad se vuelve una tarea dificil para los
médicos veterinarios, ya que hasta la fecha suelen basarse en el examen fisico del
animal, la historia de contacto con garrapatas y observacion de los hemoparasitos
en extendido de sangre periférica (Rojas-Trivifio et al., 2013). Cabe mencionar que
estos criterios pueden llegar a ser ambiguos y no permiten identificar (en la
mayoria de los casos) las especies de los patdégenos involucrados, esto ultimo se
debe a las coinfecciones que pueden establecerse entre E. canis y otros
microorganismos como E. ewingii y A. platys (Murphy et al., 1998; Rufino et al.,
2013). De modo que, a pesar de que se puede hacer un diagndstico con técnicas
hematoldgicas, citologicas, seroldgicas y aislamientos, el diagndstico definitivo de

la infeccidn por E. canis requiere técnicas moleculares (Harrus & Waner, 2011).

Actualmente se recomiendan tetraciclina (22 mg/kg tres veces al dia
durante 21 dias) o doxiciclina (5 mg/kg dos veces al dia durante 21 dias) para el
tratamiento de la ehrlichiosis canina. Habitualmente aparece una mejoria clinica
en las primeras 24 a 48 horas de iniciado el tratamiento con tetraciclina o
doxiciclina en perros con enfermedad en fase aguda o cronica moderada (Ettinger

& Feldaman, 2007). Desde el punto de vista clinico, se asume que los perros han
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eliminado la infeccion por Ehrlichia si la hiperglobulinemia se resuelve
progresivamente despueés del tratamiento o si el ADN de Ehrlichia no puede ser
amplificado a partir de muestras de sangre tratadas con EDTA. No existen

vacunas disponibles actualmente (Ettinger & Feldaman, 2007).

2.2.2. Ehrlichiosis monocitica humana (HME)

Previamente E. canis no era considerada un patdégeno que infectara al ser
humano, hasta que se aislé6 una cepa de un hombre en Venezuela que estaba
genéticamente y antigénicamente mas relacionada con E. canis de Oklahoma
(Doudier et al., 2010). Actualmente esta enfermedad es considerada de
importancia zoondtica. Segun Aragoén-Lépez et al., (2021), el ser humano es una
victima accidental después de ser mordido por alguna de las dos especies de
garrapatas (R. sanguineus y Dermacentor variabilis), las cuales fungen como
vectores de E. canis y E. chaffeensis, las bacterias causantes de la ehrlichiosis

monocitica tanto en humanos como en otros animales.

Los sintomas suelen comenzar aproximadamente 9 dias después de la
mordedura de garrapata, y la mayoria de los pacientes buscan atencion médica
dentro de los primeros cuatro dias de la enfermedad (Ismail et al., 2010). La
ehrlichiosis monocitica humana se caracteriza por fiebre, cefalea, mialgias,
anorexia, escalofrios, leucopenia, trombocitopenia, anemia, y una elevacion de los
niveles de aminotransferasa hepatica en suero (Rikihisa et al., 1994). En el peor
de los casos, las complicaciones sistémicas pueden conducir a la muerte en el 3%

de los casos-pacientes (Alcantara-Rodriguez et al., 2020).

Anteriormente esta enfermedad no estaba bien documentada, puesto que el
diagndstico en humanos requeria de ciertos métodos y técnicas que para afos
anteriores solia ser complicado de manejar, sin embargo, actualmente con el
desarrollo de las tecnologias se ha podido mejorar gradualmente, lo que ha
ayudado a los médicos a efectuar mejores evaluaciones sobre las personas que

han sido infectadas por Ehrlichia. Por ejemplo, recientemente para el diagnéstico
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de HME, se utilizan diferentes técnicas entre las que se incluyen las
hematoldgicas, serologicas, aislamiento bacteriano y moleculares (Franco-Zetina
et al., 2019).

Por otro lado, algunos autores como Doudier et al., (2010) mencionan que
la aparicion de la HME podria ser el resultado de un reconocimiento clinico
reciente, mas que al desarrollo de una nueva enfermedad. Sin embargo, también
se consideran factores como el crecimiento y la expansion geografica de
reservorios y vectores, ademas de que el modo de vida de las personas ha
cambiado, de modo que, ahora las personas estan expuestas con mas frecuencia
a actividades al aire libre que las ponen en contacto con las garrapatas (Doudier et
al., 2010)

2.2.3. Ehrlichiosis granulocitica canina (CGE)

Esta es una enfermedad que es provocada por E. ewingii cuando esta bacteria
infecta a los granulocitos. En comparacion con la CME, la ehrlichiosis granulocitica
canina es mas leve, sin embargo, puede provocar poliartritis en perros con
infeccion cronica (Murphy et al., 1998). Una combinacion de tendencia a la
hemorragia, palidez debida a la anemia, pérdida intensa de peso, debilidad, dolor
a la exploracion abdominal, uveitis anterior, hemorragias retinianas y signos
neurologicos compatibles con meningoencefalitis tipifican a los perros que
desarrollan las manifestaciones de la enfermedad durante la infeccion cronica por

E. ewingii (Ettinger & Feldaman, 2007).

Otros sintomas provocados por la infeccién de E. ewingii son disfuncién
neurologica y cojera que afecta a una o mas extremidades, rigidez muscular, una
marcha afectada, renuencia a levantarse, espalda arqueada e hinchazén y dolor
articular. Por otro lado, se han documentado infecciones asintomaticas por E.

ewingii mediante pruebas de PCR (Ettinger & Feldaman, 2007).
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2.2.4. Ehrlichiosis Ewingii humana (HEE)

La HGE es una enfermedad multisistémica y presenta sintomas como fiebre,
cefalea, fatiga, mialgia, nauseas, artralgia, temblores, tos, confusion vy
ocasionalmente edema de extremidades, linfadenomegalia y derrame pericardico
(Goldman et al., 1998). Las caracteristicas del cuadro clinico de esta enfermedad,
pueden llegar a ser muy similares con las que presentan los animales domésticos
y el ser humano, ya que en ambos casos las infecciones primarias provocan
pirexia e inmunosupresion (Ogden et al., 1998). Lo peligroso de esta enfermedad
es que al presentar inmunosupresion, el huésped se vuelve susceptible a

infecciones secundarias que pueden ser mas graves y mortales.

Después de haber sido picado por una garrapata infectada con E. ewingii,
transcurre un periodo de incubacion de 1 a 60 dias, antes de la aparicidon de la
pirexia (Ogden et al., 1998). Asi mismo, los sintomas que suelen acompafar el
cuadro clinico en los seres humanos suelen ser mialgias, cefaleas, nauseas,

rigores y artralgias.

Para diagnosticar esta enfermedad, los complementos utilizados incluyen el
recuento de globulos blancos periféricos y plaquetas, la demostracion de mérulas
en los neutrdfilos y la elevacion de la proteina C reactiva (Ogden et al., 1998).
También pueden usarse técnicas moleculares como PCR amplificando el gen 16S
rRNA (Anderson et al., 1992).

Segun Ogden et al., (1998) la tetraciclina o la desoxiciclina son los agentes
antimicrobianos de eleccion para combatir esta enfermedad, y la administraciéon

prolongada (hasta de dos semanas) puede ser util para evitar recaidas.

2.2.5. Trombocitopenia ciclica infecciosa canina (ICCT)

Esta es una enfermedad de tipo infecciosa, siendo A. platys el agente bacteriano
responsable de causar la infeccidn. La ICCT se caracteriza por una parasitemia

ciclica en las plaquetas, seguida de trombocitopenia generalizada vy
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linfadenomegalia (Rufino et al., 2013), ademas, puede variar clinicamente de leve
a grave. Asociadas a la infeccion experimental por A. platys, se ha notificado
anemia normocitica, normocrémica 'y no regenerativa, leucopenia,

hipoalbuminemia e hiperglobulinemia (Ettinger & Feldaman, 2007).

Ademas, se mencionan alteraciones sanguineas diferentes a la
trombocitopenia, hematocritos bajos y monocitosis (Abrego et al., 2009). Cuando
la ICCT esta en la fase crénica, a los pocos dias de haberse presentado la
infeccion, ocurre una disminucién en picada del numero de plaquetas, asi como
del agente etioldgico, lo que configura parasitemias esporadicas (Harvey et al.,
1978; Rufino et al., 2013).

Siguiendo con la fase cronica, el recuento de las plaquetas se acerca a los
valores de referencia en alrededor de cuatro dias, esto se debe a la naturaleza
ciclica de la ICCT, por lo que la mayoria de los perros infectados con esta forma
de la enfermedad permanecen asintomaticos, lo que hace que la ICCT sea una
enfermedad relativamente benigna (Rufino et al., 2013). A. plays provoca
bacteriemia ciclica, acompafiada de trombocitopenia, en intervalos de
aproximadamente 10 a 14 dias. En su nadir, la trombocitopenia puede ser grave
(20.000 a 50.000 plaquetas/uL) y las plaquetas tienen poca capacidad de
agregacion (Ettinger & Feldaman, 2007).

Esta enfermedad tiene un periodo de incubacion de 8-15 dias, y el cuadro
clinico puede durar entre 7 y 14 dias, los sintomas son inespecificos, pudiendo
observarse pirexia, asi como petequias y equimosis (Greene, 1997; Tateishi T et
al., 2015). Dumler et al., (2001), también encontraron sintomas como fiebre,
decaimiento, pérdida de peso, petequias en las mucosas, lesiones hemorragicas
cutaneas y hemorragias fatales en casos graves. Estos sintomas pueden llegar a

complicarse mas si existe una coinfeccion con E. canis.

Para realizar la diagnosis sobre la infeccion de A. platys se utilizan algunas

técnicas como métodos seroldgicos y por deteccion directa en frotis de sangre, sin
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embargo, estos métodos no suelen ser los mas precisos para identificar
especificamente a estos patégenos. En este contexto, se han desarrollado
métodos de diagndstico mas precisos, como el diagndstico molecular (Chang &
Pan, 1996; Doyle et al., 2005; Lopez et al., 2012; Rufino et al., 2013).

Segun Dominguez-Alvarez (2011), si se tiene una cierta sospecha de que
un perro tiene anaplasmosis, se debe administrar tratamiento de forma empirica
sin esperar la confirmacién microbiolégica, ya que esta puede tardar semanas o
no producirse. Asi mismo, Ettinger & Feldaman (2007), mencionan que el
clorhidrato de tetraciclina o doxiclina provocan una mejoria rapida del estado

clinico del enfermo.

2.3. VECTORES

2.3.1. Garrapatas

Las garrapatas son parasitos hematéfagos en un gran numero de vertebrados
terrestres, incluidos reptiles, aves, perros y humanos, que tienen gran importancia
desde el punto de vista médico veterinario y de salud publica, ya que son vectores
de gran numero de enfermedades bacterianas, virales, protozoarias y rickettsiales,
que afectan tanto a los animales como al hombre. La infestacién por garrapatas
clinicamente se manifiesta por la presencia de garrapatas sobre la piel en
diferentes partes del cuerpo y por la transmision de importantes enfermedades
causadas por virus, bacterias, protozoarios, rickettsias, etc. La transmision se

realiza por via terrestre (Dominguez Alvarez, 2011).

Las garrapatas son aracnidos de la subclase de los acaros, que se
encuadran en el superorden parasitiformes. Los parasitiformes incluyen, junto a
los Ixodida, a los Mesostigmata y a los Holothyrida. Dentro de los Ixodida se
reconocen tres familias: Ixodidae, Argasidae y Nuttalliellidae. Por su parte, la
familia Ixodidae cuenta con 12 géneros (Ixodes, Amblyomma, Anomalohimalaya,

Bothriocroton, = Cosmiomma, Dermacentor, — Haemaphysalis, = Hyalomma,
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Margaropus, Nosomma, Rhipicentor y Rhipicephalus, incluido el subgénero
Boophilus) (Marquez-Jiménez et al., 2005), y 683 especies, de las cuales 241

integran el género Ixodes (Horak et al., 2002).

El ciclo vital de los ixédidos presenta cuatro estadios (huevo, larva, ninfa y
adulto). Se calcula que el tiempo que una garrapata dura pasa sobre el
hospedador es de aproximadamente el 10% del tiempo total de su ciclo vital. La
mayor parte de las garrapatas son relativamente inmoviles, por lo que permanecen
en la vegetacién o en los nidos y madrigueras a la espera de un hospedador. El
desarrollo del ciclo biolégico de una garrapata se encuentra estrechamente
relacionado con la presencia efectiva de hospedadores adecuados en su area
biolégica, asi como con la existencia de un microhabitat en el que se den

condiciones microclimaticas favorables (Marquez-Jiménez et al., 2005).

Las garrapatas hembras ponen los huevecillos en areas de vegetacion
abundante, de preferencia en pasto crecido. Los huevos tardan tiempo en
eclosionar dependiendo de la especie y de las condiciones medioambientales.
Después de este periodo se libera la larva (con 3 pares de patas), ésta se mueve
en el pasto en busca de su primer hospedador y su primera comida. Si en ese
momento pasa un probable huésped, la larva por si misma ataca, se fija y se
mueve hacia alguna parte de la piel para alimentarse. Después de esta comida, la
larva se deja caer y muda para convertirse en ninfa (con 4 pares de patas) y

empieza a buscar su préximo huésped (Dominguez Alvarez, 2011)

Dentro de los estimulos para reconocer al huésped se incluyen didxido de
carbono, olor, vibraciones, interrupcion de luz, corrientes de aire, calor y humedad.
Una vez alimentada la ninfa se deja caer de nuevo en el habitat del huésped y
muda para convertirse en adulta. La adulta se alimenta por un periodo de tiempo
determinado, durante este tiempo se enjurgita aumentando su peso hasta 100

veces, copula y se deja caer al habitat empezando a ovopocitar y con ello cierra el
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ciclo de vida. Posteriormente la garrapata adulta hembra muere. EI macho se

puede alimentar varias veces (Dominguez Alvarez, 2011).

2.3.1. Género Rhipicephalus

Esta subdividido en grupos de acuerdo con sus caracteristicas morfolégicas,
existen evidencias morfologicas y genéticas de que Rhipicephalus es parafilético
con respecto a Boophilus (Vivas et al., 2019). Se reconoce por presentar, en vision
dorsal, la base del capitulo de forma hexagonal (Marquez-Jiménez et al., 2005). A
nivel mundial existen 84 especies. En México, las especies mas importantes son
R. microplus y R. sanguineus sensu lato. A nivel mundial, R. sanguineus s.I. (Fig.
1) se encuentra ampliamente distribuida y es vector de varios agentes patégenos
como Coxiella burnetii, E. canis, E. chaffensis, R. conorii y R. rickettsii
(Dantas-Torres, 2010; Vivas et al., 2019). E. canis se ha diagnosticado en el
sureste de México y afecta a una gran cantidad de perros y R. sanguineus s.l. es

el vector (Vivas et al., 2019).
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Valter Tacinte

Fig. 1. Rhipicephalus sanguineus (Jacinto, 2011).

2.3.2. Género Dermacentor

A nivel mundial, se han reportado 35 especies del género Dermacentor (Fig. 2), de
las que 23 especies parasitan al humano. En México, se han reportado 11
especies de Dermacentor. En Estados Unidos de América, D. variabilis es
responsable de la trasmisién de E. chaffensis a los perros, humanos y animales
silvestres (Guzman-Cornejo et al., 2011; Vivas et al., 2019), asi como también de

E. canis (Barrantes-Gonzalez et al., 2016).
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Fig. 2. Dermacentor marginatus (Santarelli, 2020).

2.3.3. Género Amblyomma

Estas garrapatas parasitan a varias especies de vertebrados como anfibios,
reptiles, aves y mamiferos. Asi mismo, muchas de las especies de este género
suelen ser de importancia médica, puesto que fungen como vectores de
patégenos que ocasionan enfermedades. Por ejemplo, A. americanum es vector
de E. chaffeensis, la cual produce la ehrlichiosis monocitica humana. De igual
manera, se reconoce a A. americanum como el principal vector de E. ewingii (Ndip
et al., 2005), la cual es el agente causal de la ehrlichiosis granulocitica canina y
humana. En México, Guzman-Cornejo et al., (2011), reportaron 26 especies de

Amblyomma parasitas (Fig. 3).
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Fig. 3. Amblyomma (Farriols, 2017).

2.3.4. Género Ixodes

Es el género mas grande de la familia Ixodidae con 245 especies a nivel mundial
(Fig. 4), en México, se han reportado 26 especies parasitando aves y mamiferos
(Vivas et al., 2019). Veracruz tiene la mayor diversidad de Ixodes con seis
especies, donde /. boliviensis presenta la mayor distribucion en México y el mayor
rango de especies animales parasitados (Vivas et al., 2019). Algunas especies de
este género pueden ser vectores para transmitir A. platys y otras especies del

género Anaplasma (Dominguez Alvarez, 2011).
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Fig. 4. Ixodes scapularis (Clarkin, 2015).

2.4. RESERVORIO

2.4.1. Canis lupus familiaris

Durante los ultimos afios han ido adquiriendo mayor relevancia las enfermedades
transmitidas por animales, zoonosis. Sin duda, las mascotas mas frecuentes en
los hogares y que conviven estrechamente con el ser humano son los perros (Fig.
5), (Luzio et al., 2015). El perro es un reconocido hospedero de parasitos internos
y externos que estan relacionados a procesos infecciosos de relevancia clinica
(Opazo et al., 2019). De igual manera, ectoparasitos, tales como garrapatas,

piojos y pulgas, estan relacionados con procesos clinicos tanto en mascotas como
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en seres humanos, favoreciendo la ocurrencia de infecciones de diversa etiologia

(Irwin, 2002; Opazo et al., 2019).

Asi mismo, algunos de estos parasitos son responsables de importantes
infecciones de caracter zoondtico, incluyendo parasitosis bien documentadas
como hidatidosis, sindrome de larva migrans cutanea y visceral, y sarna
sarcoptica, asi como otras infecciones reemergentes como rickettsiosis,
criptosporidiasis y giardiasis (Acha & Szyfres, 2003; Opazo et al., 2019). En el
caso de la transmision por E. canis, los huéspedes afectados experimentan una
recuperacion parcial entre 20 y 30 dias después de la infeccion, a la que suele
seguir una fase subclinica a crénica grave que se considera un estado de portador

durante la cual las garrapatas vectores podrian adquirir y diseminar el patégeno a

otros huéspedes (Bremer et al., 2005).

Fig. 5. Canis lupus familiaris raza pastor aleman (Sgroi, 2012).
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lll.- ANTECEDENTES

En Estados Unidos el primer caso de ehrlichiosis canina fue documentado por
Ewing, (1963), cuando se estaba estudiando un caso de infeccion por Babesia
canis, este hallazgo sugiere que E. canis también podria coinfectar a los perros

junto con B. canis.

Por otra parte, en México el primer caso de ehrlichiosis canina fue
documentado por Garcia Aristizabal y Nufiez Ochoa, 1996. El paciente era un
canino macho Golden Retriever de siete meses de edad, que fue llevado al
hospital para Pequefas Especies de la UNAM por presentar sintomas como
depresion, hiporexia y una infestacion masiva con garrapatas. Las pruebas de
laboratorio mostraron un hemograma con variaciones tipicas observadas en casos

agudos y la presencia de mérulas y cuerpos elementales en leucocitos.

En Chile se reportdé un caso de ehrlichiosis en un canino hembra de 10
afos de edad, mestizo siberiano, con antecedentes de infestacion frecuente por
garrapatas, proveniente de la ciudad de Arica. Los sintomas presentados eran
anorexia y sangrado bucal, la sintomatologia no mejoré tras una terapia inicial con
vitamina B y antimicrobianos (metronidazol y espiramicina), por lo que los duefios
solicitaron la eutanasia debido al deteriodo progresivo. Previo a la eutanasia se
obtuvo una muestra de sangre por sospecha clinica de ehrlichiosis. La muestra se
analizé mediante la técnica de touch down PCR, utilizando los cebadores
EHR-OUT1 y EHR-OUTZ2. Para identificar la especie de Ehrlichia se secuencio el
producto de la primera PCR con el cebador reverso EHR-OUT2 obteniendo un
fragmento de 210 pares de bases. Esta secuencia mostré homologia de 100% con
la cepa de E. canis (DQ915970.1), (L6pez et al., 2012).

En un estudio realizado por Nufez-Ochoa (2003), se estudio la
seroprevalencia de E. canis en México. Para ello se evaluaron 2,395 perros en

todo el pais, de los cuales 1,523 presentaron o tuvieron garrapatas, de estos, 793

36



resultaron positivos a E. canis. Esta investigacion mostré que la region norte y el
sureste son consideradas zonas enzooticas de alta importancia. Asi mismo, cabe
destacar que el Estado de Chiapas ocup6 el octavo lugar a nivel nacional con una

prevalencia del 41.7%.

Anteriormente la especie E. ewingii habia sido considerada como una
nueva cepa de E. canis, ya que Ewing et al., (1971) la habian encontrado en los
granulocitos (principalmente neutrofilos), y produjo una forma leve de ehrlichiosis
canina. Sin embargo, Anderson et al., (1992) demostraron mediante analisis de
PCR, que esta cepa en realidad era otra especie de Ehrlichia, por lo que
decidieron nombrarla como Ehrlichia ewingii, en honor a Sidney Ewing por su

trabajo pionero con este agente (Gutiérrez et al., 2016).

Existe un solo reporte de E. ewingii en Camerun, donde se encontré en 2

perros naturalmente infectados (Ndip et al., 2005).

En la ciudad de Belgrado, Serbia, se realizdé un estudio donde se tomaron
muestras de sangre de 111 perros, de los cuales 46 eran de refugio, 31
vagabundos y 34 de caza. Para evaluar el estado de los anticuerpos de E. ewingii
se utilizd6 un ensayo SNAP. Al finalizar el estudio, los resultados demostraron que
habia sélo un perro que era seroreactivo con el SNAP para E. ewingii (Kovacevi¢
Filipovi¢ et al., 2018)

En los Estados Unidos, A. platys se considera minimamente patogena v,
generalmente, se reconoce como un hallazgo accidental durante los examenes de
frotis sanguineos (Ettinger & Feldaman, 2007). Esto se debe a que A. platys puede
coinfectar junto con E. canis, como lo demostraron Rufino et al., (2013), quienes
reportaron por primera vez la presencia de E. canis y A. platys infectando a perros

en la region amazonica del norte de Brasil.

En un estudio realizado por Tateishi T et al., (2015), se confirmo la
presencia de A. platys en caninos domeésticos, en la zona de Lima Metropolitana,

en Peru. Esto se logré mediante la identificacion de corpusculos de inclusién en
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plaquetas y a través de la técnica Hemi-Nested PCR en muestras de sangre
periférica. Se recolectaron 144 muestras de sangre entre enero y diciembre de
2012. De estas, el 29.2% (42/144) fue positiva (individuos trombocitopénicos con
presencia de corpusculos de inclusidon en plaquetas) y el 12.5% (18/144) resulto
sospechoso (individuos no trombocitopénicos y presencia de corpusculos de
inclusién en plaquetas) a la identificacion hematoldgica. Asimismo, 1.4% (2/144)

resulto positivo a la prueba de Hemi-Nested PCR.

Segun Ismail et al., (2010), los primeros casos de ehrlichiosis monocitica
humana fueron descritos en 1986, y ahora se han notificado mas de 2300 casos a
los Centros de Control y Prevencion de Enfermedades (CDC) en los ultimos 19
anos. En un estudio realizado en Venezuela se detectd una frecuencia del 13,80%
de Ehrlichia trombocitica en pacientes que padecen de infeccion por VIH (Tami &
Tami-Maury, 2004). Por otra parte, se creia que E. ewingii era un patdgeno
exclusivo de los perros, sin embargo, Buller et al., (1999) registraron 4 casos de

humanos que fueron infectados por esta bacteria.

En Meéxico las infecciones de Ehrlichia en los humanos no esta bien
estudiada, sin embargo, el primer caso de ehrlichiosis humana se reportd en un
paciente masculino de 41 anos de edad, proveniente de la Peninsula de Yucatan,
las manifestaciones clinicas incluyeron hipertermia frecuente, erupcion cutanea,
mialgia, dolor de cabeza, anorexia, fatiga y tos (Gongodra-Biachi et al., 1999).
Posteriormente, en Oaxaca se reportd un caso de infeccidén por E. canis en un
estilista veterinario que estuvo en contacto con perros (Beatriz Silva et al., 2014).
Un par de afios mas tarde, Sosa-Gutierrez et al., (2016), reportaron el caso de una
mujer proveniente del Estado de México, la cual presentd sintomas como fiebre,
trombocitopenia, escalofrios, dolores musculares, pérdida de apetito y dolor de

cabeza, la mujer murié tras haber estado hospitalizada durante 10 dias.

El caso mas reciente fue documentado por Alcantara-Rodriguez et al.,

(2020), cuando un hombre sin hogar de 35 afios de edad que vivia en la Ciudad

38



de México, fue ingresado al hospital después de un intento de suicidio. El paciente
estuvo hospitalizado durante 65 dias y registré episodios febriles persistentes y
disfuncion del sistema de coagulacién, por lo que se procedié a realizar una PCR

para determinar al agente infeccioso, el cual se traté de E. chaffeensis.
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IV.- OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GENERAL

Detectar a Ehrlichia sp. y Anaplasma sp. en perros domésticos mediante un

estudio de casos y controles

4.2. OBJETIVOS PARTICULARES

Comparar los datos demograficos y clinicos en los grupos de casos y

controles de perros domeésticos

Determinar el perfil hematologico de los perros domeésticos de casos vy

controles.

Investigar la presencia de E. canis, E. ewingii y A. platys en perros

domeésticos.

Determinar la relacion entre el cuadro clinico, los datos demograficos y la

presencia de Ehrlichia sp. y Anaplasma sp.

4.3. HIPOTESIS

Las muestras de sangre recolectadas de los perros domésticos de Tuxtla Gutiérrez

daran positivo para E. canis, E. ewingiiy A. platys.
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V.- ZONA DE ESTUDIO

En este trabajo se reclutaron perros domésticos que acuden al Hospital Veterinario

Pet’s, ubicado en la colonia Plan de Ayala, Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, entre los
16°46'07.4"N y 93°10'40.3"W (Fig. 6).
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Fig. 6. Ubicacion del Hospital Veterinario Pets (INEGI, 2022)

El municipio de Tuxtla Gutiérrez se ubica en la regién econdémica |
Metropolitana, limita al norte con los Municipios de San Fernando y Osumacinta, al

este con Chiapa de Corzo, al sur con Suchiapa y al oeste con Ocozocoautla de

Espinosa y Berriozabal (Ruiz-Arriaga, 2014) (Fig. 7).
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Fig. 7. Ubicacion de Tuxtla Gutiérrez en el Estado de Chiapas

5.1. FISIOGRAFIA

La regidn Metropolitana se ubica en las regiones fisiograficas: Depresion Central,
Montafias del Norte y Altos de Chiapas; el relieve del terreno esta formado
principalmente de sierras, valles y lomerios. La altura del relieve varia entre los
175 y los 1,763 msnm. Las principales elevaciones ubicadas dentro de la region
son: los cerros Tierra Colorada (1,235 m), EI Chupadero (1,190 m) y Mactumactza
(1,149 m) (Secretaria de Hacienda, 2012).

5.2. GEOLOGIA

La superficie de la regién Metropolitana presenta siete tipos de roca y se compone
de suelos terciarios, predominan tres tipos, caliza (34.46%), limonita-arenisca
(29.01%), y Iutita-arenisca (16.55%). También de suelos cretacicos: limolita
(7.35%) y aluvial (07.22%). Otras composiciones variadas de suelo conforman el

05.40% restante de la superficie de la region (Secretaria de Hacienda, 2012).

5.3. CLIMA

Los climas existentes en el municipio son: Calido subhumedo con lluvias en el

verano, de menor humedad, que abarca el 99.71% de la superficie municipal.
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También se reporta el clima calido subhumedo con lluvias en el verano, de
mediana humedad, que abarca el 0.29% de la superficie municipal. La
temperatura media anual es de 25,4°C. La temporada calida dura desde mediados
de febrero hasta septiembre. El periodo mas caluroso del afio es desde abril hasta
la segunda semana de mayo donde se alcanzan temperaturas alrededor de los
40°C. La temporada fresca dura desde la segunda semana de noviembre hasta
mediados de febrero. El periodo mas frio del afio es el mes de diciembre cuando
la temperatura puede llegar a descender hasta 8°C. La precipitacion pluvial oscila
segun las areas municipales y es en promedio 900 mm anuales. La temporada
normal de lluvias abarca desde mayo hasta la segunda semana de octubre.

Normalmente, los meses mas lluviosos son junio y septiembre (naturalista, 2017).

5.4. HIDROGRAFIA

Las principales corrientes fluviales en las inmediaciones de la ciudad de Tuxtla
Gutiérrez son los rios Grijalva, El Sabinal, Suchiapa, Yatipak, Teran, San Agustin,
San Francisco y Guadalupe. Dentro de la ciudad el rio mas importante es El
Sabinal que nace en el municipio de Berriozabal, fluye por el valle central de
Tuxtla, atraviesa la ciudad hacia el oriente y desemboca en el Rio Grijalva.
Originalmente el Rio ElI Sabinal era alimentado por 7 arroyos, pero debido al
crecimiento de la ciudad, la mayoria de estos arroyos se encuentran entubados o
han sido cubiertos por la mancha urbana, no obstante en su cabecera recibe
importantes aportes de los Rios San Agustin y San Francisco que se ubican hacia

el norte y sur de El Sabinal respectivamente (Ruiz-Arriaga, 2014).

5.5. FLORA

Predomina la selva alta o mediana subcaducifolia y selva baja caducifolia. Dentro
de esta regidbn se encuentran diferentes especies de arboles, de maderas
preciosas tales como la caoba (Swietenia macrophylla) y el cedro (Cedrela
odorata). Otras especies que se pueden distribuir en el territorio son: palo de rosa

(Tabebuia rosea), chicozapote (Manilkara zapota), aguacatillo (Persea caerulea),
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guachipilin (Diphysa americana), limoncillo (Cymbopogon citrattus), otate (Otatea

spp), roble (Quercus spp). (Secretaria de Hacienda, 2012).

5.6. FAUNA

Esta region se caracteriza por encontrarse en la ruta de emigracion de aves
peregrinas del noroeste al sureste. Podemos encontrar especies nativas como:
urraca (Pica spp), zanate (Quiscalus spp), tortolita (Columbina spp), paloma bravia
(Columba livia), buitre negro americano (Coragyps atratus), tlacuache (Didelphis
marsupialis), zorro gris (Lycalopex spp), varias especies de serpientes, conejo cola
de algodoén, ardilla, diversas especies de ratones silvestres, de murciélagos y dos
especies de iguana. En los reptiles destacan el turipache, cuija, agujilla,
mazacuata, iguana de roca, lagartija metalica, culebra ranera, bejuquilla nauyaca
de rio y voladora, sin olvidar el lagarto de rio y cocodrilo. Entre las aves se ha
descrito el pajuil, chachalaca, colibri, carpintero, zanate, quetzal, zopilote,
gavilancillo, codorniz, golondrina, paloma morada, tortolita, cotorra, tapacaminos,

tecolotito, pico de hacha, pico real y la tiriscula (Secretaria de Hacienda, 2012).
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V.- METODOS

6.1. ESTUDIO DE CASOS Y CONTROLES

Se aplicd la técnica de casos incidentes con periodos de exposicion o latencia
prolongados, para ello se incluyeron a los perros con un aparente cuadro de
ehrlichiosis y/o anaplasmosis. Para la seleccién de controles se recurrié a la
técnica de pareamiento, ya que la seleccién de controles se basa en funcion de
una o varias caracteristicas comunes a los casos, como el sexo, la edad, el peso,

entre otras (Lazcano-Ponce et al., 2001).

6.2 TOMA DE MUESTRAS DE SANGRE

Criterios de inclusion

Los perros que presentaron un cuadro sugestivo de ehrlichiosis o anaplasmosis,

asi como perros aparentemente sanos para fungir como controles.

Criterios de exclusion

Se excluyeron a perros que no viven en Chiapas, con diagnéstico previo de

ehrlichiosis/anaplasmosis y bajo tratamiento de antibidticos.

Para la toma de muestras de sangre, los médicos veterinarios se encargaron de
realizar el manejo de los caninos de acuerdo a los protocolos establecidos para
evitar el sufrimiento animal. La muestra de sangre consté de 3 mL por cada perro
y se tomo de la vena yugular, con agujas desechables y envases Vacutainer con
EDTA. Posteriormente se procedio a realizar una evaluacion hematoldgica de la
sangre. Una vez elaborada dicha evaluacién, las muestras de sangre fueron

refrigeradas para sus préoximos usos en los ensayos de PCR.
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6.3. EVALUACION HEMATOLOGICA

Los estudios correspondientes a la quimica clinica e inmunolégicos fueron
realizados por los bidlogos del Hospital Veterinario Pets. Para la citometria
hematica se utilizé el método de Impedancia Eléctrica (Equipo VetScan Abaxis
HMII), en tanto que el analisis de células sanguineas se hizo con microscopia,
tinendo las laminas con colorante de Wright, pH 6.4+0.1. Para la prueba de
anticuerpos anti-Ehrlichia y anti-Anaplasma, se utilizé la prueba comercial
CANIV-4 ®.

6.4. EXTRACCION DE ADN TOTAL

Se realizé una extracciéon y purificacion del ADN de cada una de las muestras
obtenidas para su posterior amplificacion mediante los pares de cebadores para la
PCR-1 y PCR-anidada. Para este proposito se utilizo el equipo comercial
DNeasy® Blood & Tissue Kit (50), siguiendo las indicaciones del fabricante. El
ADN total que se extrajo de las muestras, fue almacenado a -20 °C. Para la
visualizacion, se separé en un gel de agarosa (1% p/v,) el que se tifid en bromuro
de etidio mediante inmersién en una concentracion de 20 pg/mL, y buffer TBE
(Trizma Base, Acido Bérico, EDTA), a una concentracion final de 0,5 X; para la
electroforesis se incluyd un marcador de peso molecular de 1 kb; la electroforesis
se realiz6 a 100 voltios por 35 minutos y las bandas se visualizaron en un

transiluminador (Enduro GDS)

6.5. DIAGNOSTICO CON PCR ANIDADA

Para la deteccion especifica de E. canis, E. ewingii y A. platys, a partir de sangre
de los caninos con sintomas de la enfermedad o con antecedentes de contacto
con garrapatas, se utilizaron un par de cebadores que amplifican el ADNr 16S:
ECC y ECB. Este par de cebadores fueron utilizados para la primera reaccion de

PCR, ya que amplifican para el género Ehrlichia y adicionalmente para otras

46



procariotas como Anaplasma spp (Dawson et al., 1994). Una vez amplificada esta
region del ADN, se utiliz6 esta misma como plantilla para la segunda PCR (o
PCR-anidada) (Rojas-Trivifio et al., 2013) en la cual se acoplaron los cebadores de
manera independiente para cada reaccion: ECANS y HE3 para E. canis, EE52 y
HE3 para E. ewingiiy ApysF y ApysR para A. platys.

Para comenzar se tomaron alicuotas de 2 uL de ADN, las cuales se
emplearon para la amplificacion de un segmento de la regién 16S del ARNr que
corresponde a las especies de Ehrlichia y Anaplasma (Dawson et al., 1994); el
amplificado resultante, fue sometido nuevamente a amplificacion de manera
individual (PCR-anidada), con un segundo par de cebadores especificos para
cada una de las especies sujetas a estudio: E. canis, E. ewingii y A. platys,

respectivamente.

La primera reaccion de PCR, se hizo en un volumen total de 25 pL,
conteniendo 12 uL de GoTag® Green Master Mix, 9 pyL de agua libre de
nucleasas, 2 uL los cebadores ECC (5" AGA ACG AAC GCT GGC GGC AAG CC
3)y ECB (5" CGT ATT ACC GCG GCT GCT GGC 3") (Dawson et al., 1994), en
una dilucion de 10 uM y 2 uL del ADN extraido y purificado.

La reaccidon de PCR-anidada, se llevo a cabo bajo las mismas condiciones
de la primera PCR. Para esta PCR, el amplificado de la primera se diluyé en
proporcion 1:30 en agua libre de nucleasas y posteriormente, se tomaron 2 uL de
esta dilucién como plantilla para ser amplificada con el segundo par de cebadores
especificos de cada especie, siendo ECANS (5" CAA TTA TTT ATA GCC TCT
GGC TAT AGG A 3") y HE3 (5" TAT AGG TAC CGT CAT TAT CTT CCC TAT 3")
para E. canis (Rojas-Trivifio et al., 2013), EE52 (5
CGAACAATTCCTAAATAGTCTCTGAC 3°) y HE3 para E. ewingii (Murphy et al.,
1998) y ApysF (5° GTCGAACGGATTTTTGTCGT 3°) y ApysR (5
TAGATCACCGCCTTGGTAGG 3°) para A. platys (Rufino et al., 2013).
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El perfil térmico para la amplificacion con el primer par de cebadores, se
hizo en 35 ciclos con wuna desnaturalizacién inicial a 94°C/1 min vy
desnaturalizacion por ciclo a 94°C/30 segundos; la hibridacion de los cebadores
ECC y ECB se realizé a 68°C/2 min con una extensién a 72°C/2 min y una
extension final a la misma temperatura por un tiempo de 5 minutos. El perfil
térmico para los cebadores ECANS y HE3, consisti6 de 37 ciclos con una
desnaturalizacién inicial a 94°C/1 min y desnaturalizacién por ciclo a la misma
temperatura por 30 segundos. La hibridaciéon de los cebadores, se ejecutd a
60°C/2 min, con una extension por ciclo a 72°C/1,5 min y una extension final a la

misma temperatura por 5 minutos (Rojas-Trivifio et al., 2013).

Las reacciones con los cebadores especificos de la especie E. ewingii se
hicieron en dos fases. La primera consistio en 3 ciclos de desnaturalizacién a 94°C
durante 1 minuto, recocido a 55°C durante 2 minutos y extension a 72°C durante
1,5 minutos. La segunda se hizo en 37 ciclos de desnaturalizacion a 92°C durante
1 minuto, recocido a 55°C durante 2 minutos y extension a 72°C durante 1,5

minutos (Murphy et al., 1998).

Para el caso de A. platys, la reaccion de amplificacion consistio en 10 ciclos
de 1 min a 94°C, 1 min a 62°C, y 1 min a 72°C, seguido de 35 ciclos de 1 min a
94°C, 1 min a 60°C y 1 minuto a 72°C. Con una extension de 3 minutos a 94°C y

una extension final de 5 minutos a 72°C (Rufino et al., 2013).

Los productos resultantes de las dos amplificaciones (PCR-1 vy
PCR-anidada) fueron separados en geles de agarosa 1,5%, buffer TBE 0,5 X
(Trizma Base, Acido Bérico, EDTA 0,5 M), bromuro de etidio (0,5 ug/mL), 100 V/35
minutos y se visualizaron bajo un transiluminador de luz ultravioleta. El tamafio de
las bandas se calculé por comparacion con un marcador de 100 pb de DNA
(Rojas-Trivifio et al., 2013).
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6.6 SECUENCIACION

Los amplicones obtenidos se enviaron para secuenciacion (Eurofins Genomics
LLC) y las secuencias se compararon con las disponibles en la base de datos
GenBank.

6.7 ANALISIS DE DATOS

Los datos de las frecuencias fueron calculadas con el programa IBM SPSS
Statistics 25 en su versién para Windows 10. Por otra parte, la comparacion de
variables como edad y peso, asi como los parametros de la biometria hematica, se
lograron mediante la prueba T de Student o U de Mann-Whitney, segun fuera el

caso, haciendo uso del programa SigmaPlot version 12.0 para Windows 10.
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VIl.- RESULTADOS

7.1 DATOS DEMOGRAFICOS

Para esta investigacion se incluyeron a un total de 28 perros (N=28) que acudieron
al Hospital Veterinario Pet's, desde septiembre de 2022 hasta enero de 2023. La
poblacion se dividi6 de acuerdo a su condicidon clinica en controles (perros
aparentemente sanos) y casos

(perros con cuadros sugestivos a

ehrlichiosis/anaplasmosis), registrandose 13 controles y 15 casos.

La raza mas comun en el grupo de perros controles fue la de Chihuahua
(30.8%) y para los casos, la mayoria fueron perros de raza Criolla (46. 7%). Los
analisis estadisticos indicaron que no existe una asociacion significativa entre la

raza y ehrlichiosis y anaplasmosis (p>0.05) (Cuadro 4).

Cuadro 4. Razas de los perros agrupados en controles y casos en Tuxtla

Gutiérrez, Chiapas, México.

Raza Poblacion de controles | Poblacion de casos
(N=13) (N=15)

Criolla 3 (23.1%) 7 (46.7%)
Husky Siberiano 0 (0.0%) 2 (13.3%)
Pug 0 (0.0%) 2 (13.3%)
Pastor Belga 2 (15.4%) 0 (0.0%)
Maltés 1(7.7%) 1(6.7%)
Beagle 0 (0.0%) 1(6.7%)
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Bull Terrier inglés 0 (0.0%) 1(6.7%)
Bulldog francés 0 (0.0%) 1(6.7%)
Chihuahua 4 (30.8%) 0 (0.0%)
Pit Bull 1(7.7%) 0 (0.0%)
Pastor aleman 2 (15.4%) 0 (0.0%)
Total 13 (100%) 15 (100%)
Chi cuadrado X?=17.5
Valor de P P=0.13

La mayoria de perros de ambos grupos (casos y controles) provenia de la
zona Este de la ciudad (57.1 y 42.9%, respectivamente). Sin embargo no se

encontré wuna relacion significativa entre

ehrlichiosis/anaplasmosis (Cuadro 5).

Cuadro 5. Region de procedencia en Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, de los

controles y casos.

la zona de procedencia con

Regién Controles (N=13) Casos (N=15)
Norte 3 (37.5%) 5 (62.5%)
Centro 0 (0.0%) 2 (100%)
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Sur 0 (0.0%) 2 (100%)

Este 8 (57.1%) 6 (42.9%)

Oeste 2 (100%) 0 (0.0%)
Chi cuadrado X?=6.6
Valor de P P=0.14

La mediana de la edad de los controles fue de cuatro afios, mientras que la
de los casos fue de cinco afos. La mediana de peso de los controles fue de 15 Kg
y 13.5 Kg para los casos (Cuadro 3). Por otra parte, se registré6 un mayor nimero
de machos para los controles (53.8%), mientras que en los casos fueron mas
hembras (66.7%) (Cuadro 3). De acuerdo a las pruebas estadisticas, no se
encontré una asociacion entre la edad, el sexo o el peso con la condicion clinica

(casos o controles) (Cuadro 6).

Cuadro 6. Sexo, edad y peso de controles y casos.

Variables Controles Casos (N=15) P
(N=13)
Sexo Hembra 6 (37.5%) 10 (62.5%) 0.4
Macho
7 (58.3%) 5 (41.7%)

Media | Media | Media | Media P
(¥ DE) na (¥ DE) na
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Edad (afios) 4.5 4.0 5.1 50 | 0.66
(4.2) (3.8)

Peso (Kg) 160 | 150 | 13.8 | 135 | 0.90
(14.2) (8.2)

7.2 EVALUACION HEMATOLOGICA

Los perros del grupo de los casos presentaron anemia normocitica hipocromica
(Fig. 8A), trombocitopenia y leucocitosis por neutrofilia con desviacién a la

izquierda (Fig. 9A), en comparacién con los controles (Cuadro 7).
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Fig. 8. Eritrocitos hipocromicos en un perro del grupo de casos. B,

Eritrocitos normocrémicos en un perro del grupo de controles.
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Fig. 9. A, Neutréfilos en banda (desviacion a la izquierda) en un perro del

grupo de casos. B, Neutréfilos segmentados en un perro del grupo de

controles.

Cuadro 7. Evaluacion hematolégica en perros de Chiapas, México.

Variables Controles Casos (N=15)
(N=13)
Parametros Serie | Media | Media | Media | Media P
hematolégicos Roja | (* DE) na (* DE) na
Eritrocitos (x10"%/L) 71 7.2 5.1 5.2 0.01*
(0.8) (2.2)
Hemoglobina (g/dL) 15.4 15.9 10.5 1.1 0.00*
(2.1) (5.1)
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Hematocrito (%) 48.5 50.9 34.6 36.6 | 0.01*
(5.9) (15.9)
MCV (fl) 68.3 69.0 66.0 66.0 1.00
(2.5) (7.7)
MCH (pg) 21.6 21.6 19.8 21.3 0.1
(1.1) (2.6)
MCHC (g/dL) 31.7 31.7 29.9 30.4 | 0.00*
(1.3) (1.8)
RDW (%) 16.2 15.9 17.8 16.4 | 0.05*
(0.9) (3.2)
Plaquetas (x10°/L) 289.7 231 185.4 | 185.0 | 0.03*
(185.7) (165.2)
MPV (fl) 8.8 No 8.0 No 0.17
(1.37) | aplica | (1.6) | aplica
Solidos totales (g/dL) 6.9 7.0 7.6 7.9 0.14
(0.7) (1.7)
Parametros Serie Blanca | Media | Media | Media | Media P
hematolégicos (* DE) na (* DE) na
Leucocitos totales (x10%L) 11.9 12.6 244 22.0 | 0.01*
(3.6) (15.8)
Neutrofilos segmentados (x10%/L) 10.0 9.5 18.9 16.7 | 0.03*
(4.6) (13.5)
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Neutrofilos en banda (x10°/L) 1.5 0.0 1.71 1.3 0.01*
(56.5) (1.72)

Eosinofilos (x10°%/L) 0.9 0.7 0.5 0.1 0.02*
(1.0) (1.20)

Monocitos (x10%/L) 0.3 0.2 0.9 0.8 0.03*
(0.2) (0.7)

Linfocitos (x10°%L) 3.1 25 2.3 1.2 0.08
(1.8) (1.7)

*P<0.05

7.3 DIAGNOSTICO CLINICO E INMUNOLOGICO DE
EHRLICHIOSIS/ANAPLASMOSIS

En el grupo de los casos, mas de la mitad de los perros presentaron ectoparasitos
(pulgas o garrapatas). Los signos mas frecuentemente observados fueron: vémito
y depresion (ambos con un 46.7%) (Cuadro 8), por lo que se buscé la presencia
de anticuerpos frente a Ehrlichia y Anaplasma mediante la prueba comercial
CANIV-4®) (Fig.10).
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Cuadro 8. Signos del grupo clinico.

Grupo clinico
Controles N%= | Casos N%=15
13 (100%) (100%)
Presencia de ectoparasitos N (%) 4 (30.8%) 8 (53.3%)
Anorexia
Ausente 4 (26.7%)
Depresion 7 (46.7%)
Ausente
Signos
Diarrea 4 (26.7%)
Ausente
Vomito 7 (46.7%)
Ausente
Dirofilaria

spp. A -— '
i.:cam's. F + ’
e | J—_ e
Anaplasma t + _;

-

spp. Ac

Fig. 10. Prueba rapida para deteccion de anticuerpos para E. canis y

Anaplasma spp. Ag: antigeno; Ac: anticuerpo.

Dicho test se realizé a 9/15 perros (60%) del grupo de casos, de los cuales

la mayoria fueron reactivos (77.78%). EI 100% de los casos recibieron tratamiento
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con un antibidtico del grupo de las tetraciclinas y un inhibidor de la bomba de

protones (Cuadro 9).

Cuadro 9. Diagnéstico inmunolégico de ehrlichiosis/anaplasmosis en perros
de Chiapas, México.

Grupo clinico
Controles N%= | Casos N%=15
13 (100%) (100%)
Anticuerpos N/R 2 (13.33%)
anti-Ehrlichia canis
Reactivo a
anticuerpos ' .
Ehr/iChia/Anaplasma Ant|CuerpOS N/R 2 (1333 A))
N (%) anti-Anaplasma
Anticuerpos N/R 3 (20%)
anti-Ehrlichia/Anapla
sma
Tratamiento con doxiciclina (10 mg/Kg) y 15 (100%)
omeprazol (0.5-1.5 mg/Kg) por 30 dias. N/R

N/R: no realizado.

Se registrd el tiempo de evolucion reportado por los duefios de los
pacientes, el cual comprende desde el inicio de los sintomas hasta el momento en
que llegaron a consulta médica. El tiempo de evolucion para cada paciente fue
variable, siendo un afio el mayor tiempo de evolucion, en tanto que el mas
frecuente fue de un dia. De los 15 perros del grupo de casos, fallecieron 4, la
informacion sobre el estado de los demas perros del grupo de casos no fue

posible recuperarla por motivos ajenos a los médicos (Cuadro 10).
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Cuadro 10. Tiempo de evolucién y resultado de los pacientes

Paciente Fecha de Tiempo de Procedencia Resultado

(Grupo de consulta evolucion
casos) médica (dias)
ANA-1 24/09/2022 365 Externo Fallecido
ANA-2 24/09/2022 4 Externo Fallecido
ANA-3 24/09/2022 1 Interno Indeterminado
ANA-4 24/09/2022 2 Interno Fallecido
ANA-5 25/09/2022 14 Interno Indeterminado
ANA-6 28/09/2022 1 Interno Indeterminado
ANA-7 28/09/2022 3 Interno Fallecido
ANA-9 17/10//2022 1 Interno Indeterminado
ANA-10 15/10//2022 2 Interno Indeterminado
ANA-11 17/10//2022 1 Interno Indeterminado
ANA-12 12/10//2022 1 Interno Indeterminado
ANA-13 22/10//2022 84 Interno Indeterminado
ANA-14 22/10//2022 1 Interno Indeterminado
ANA-16 17/11/2022 2 Externo Indeterminado
ANA-17 14/11/2022 2 Interno Indeterminado

7.4 DIAGNOSTICO MOLECULAR DE

EHRLICHIOSIS/ANAPLASMOSIS EN PERROS DE CHIAPAS,

MEXICO

7.4.1. Extraccion y purificacion de ADN

Para realizar las reacciones de PCR, primeramente se extrajo ADN total a partir de

muestras de sangre, mediante el equipo comercial DNeasy® Blood & Tissue Kit
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(50). Se utilizé un espectrofotometro (BioSpectrometer, Eppendorf) para medir la

concentracion y la absorbancia A260/A280 de los productos resultantes de la

purificacion. Las concentraciones obtenidas fueron de 5 uyg/mL hasta 59.6 pg/mL.

En cuanto a la absorbancia, se obtuvieron valores de 0.21 hasta 36.24 (Cuadro

11).

Cuadro 11. Muestras de ADN obtenidas de sangre de perros de Chiapas,

México y absorbancia a 260/280 nm.

Identificacion

de

la

Absorbancia a 260/280

Concentracion de ADN

muestra nm (mg/mL)

ANA-1 2.01 40.9
ANA-2 1.96 27.2
ANA-3 1.88 32.8
ANA-4 1.95 30.5
ANA-5 1.96 31.3
ANA-6 1.93 26.3
ANA-7 1.14 32.9
ANA-8 0.21 5.0
ANA-9 13.88 42.4
ANA-10 14.36 39.3
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ANA-11 1.14 30.6
ANA-12 6.16 37.7
ANA-13 2.52 28.6
ANA-14 4.02 59.6
ANA-15 36.24 39.5
ANA-16 8.24 35.7
ANA-17 1.60 41.5
ANA-18 2.18 8.6
ANA-19 20.49 39.4
ANA-20 10.19 44 .3
ANA-21 12.21 43.2
ANA-22 1.83 20.0
ANA-23 0.60 7.4
ANA-24 10.73 52.5
ANA-25 2.02 24.9
ANA-26 3.08 27.5
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ANA-27 2.08 36.6

ANA-28 12.90 45.8
Promedio N=28 6.4 33.2
Desviacion estandar

N=28 79 12.5

Posteriormente se realizaron geles de agarosa al 1% para visualizar la
presencia de ADN de cada una de las muestras; para calcular el tamafio de utilizé
un marcador molecular de 1 kb y en todas las muestras se logré apreciar una

banda de ADN superior a 10 kb pares de bases (Fig.11).

Fig. 11. Electroforesis de bandas de ADN purificado a partir de muestras de

sangre de perros en Chiapas, México. Carril: 1 MPM 1 kb; 2-29 muestras de

ADN obtenidas de perros domésticos en Chiapas, México.

7.4.2. PCR anidada para E. canis, E. ewingiiy A. platys

La reaccién de PCR para los géneros ErhlichialAnaplasma gener6 un producto de
aproximadamente 483 pb en tres muestras del grupo de casos (ANA-3, ANA-4 y
ANA-7) (Fig. 11A). A partir de estos, la prueba de PCR especifica para E. canis
amplificé un producto de 388 pb en los pacientes ANA-4 y ANA-7; ademas, en
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esta ultima muestra también se obtuvo un amplicén de 396 pb en la PCR
especifica para E. ewingii. La PCR especifica para A. platys, revel6 una banda de
212 pb en la muestra ANA-3 (Fig. 12B).

Fig. 12. Diagnéstico molecular de ehrlichiosis y anaplasmosis en perros de
Chiapas, México. A, PCR para Ehrlichia y Anaplasma. Carriles: 1, MPM de
100 pb; 2-4, amplicones de 500 pb en pacientes ANA-3, ANA-4 y ANA-7,
respectivamente. B, Deteccidon de E. canis, E. ewingiiy A. platys en perros de
Chiapas, México. Carriles: 1, ladder de 100 pb; 2, amplicén de A. platys en
perro ANA-3; 3-4, amplicon de E. canis en perros ANA-4 y ANA-7,

respectivamente; 5, amplicon de E. ewingii en perro ANA-7.

Un 26.6% de las muestras del grupo de casos fueron positivos a la
presencia de amplicones de EhrlichialAnaplasma; sin embargo en el grupo de
controles, ninguno de los perros exhibieron productos de amplificacién

correspondientes a estas dos bacterias (Cuadro 12).
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Cuadro 12. Diagnéstico molecular de ehrlichiosis/anaplasmosis en perros de
Chiapas, México.

Grupo clinico
Controles N%= | Casos N%=15

13 (100%) (100%)
E. canis

0 (0.0%) 2 (13.33%)

PCR positiva N (%) E. ewingii

0 (0.0%) 1(6.67%)
A. platys

0 (0.0%) 1(6.67%)

7.5 SECUENCIACION DE LOS AMPLICONES OBTENIDOS

Se detectd la presencia de A. platys (ApysF y ApysR) en el perro ANA-3 mediante
la secuenciacion de los amplicones de dicha bacteria, los cuales corresponden a
la amplificacién de la secuencia del gen 16S rRNA, en tanto que en las muestras
ANA-4 y ANA-7 se identificaron segmentos de ADN que corresponden al gen 16S
rRNA de E. canis (ECAN5 y HE3) (Cuadro 13). Por otra parte, se obtuvieron
segmentos de ADN correspondientes al gen 16S rRNA de E. ewingii (EE52 y HE3)
de la muestra ANA-7, lo que indicaria un proceso de coinfeccidén entre E. canis y
E. ewingii; dichas secuencias mostraron una similitud del 99% entre las

secuencias de las muestras y las de referencia publicadas en GenBank.
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Cuadro 13. Secuencias de amplicones obtenidos por PCR en perros de

Chiapas, México.

ID Paciente

ID Secuencia

Oligonucleétidos

No. de acceso en
GenBank

ANA-3

Anaplasma platys
clone JGJ1 16S
ribosomal RNA

gene, partial
sequence

ApysF (56-3")

OR238372.1

ANA-3

Anaplasma platys
clone JGJ2 16S
ribosomal RNA

gene, partial
sequence

ApysR (3°-5")

OR238373.1

ANA-4

Ehrlichia canis
clone JGJ3 16S
ribosomal RNA
gene, partial
sequence

ECANS5 (5°-3")

OR238374.1

ANA-4

Ehrlichia canis
clone JGJ4 16S
ribosomal RNA
gene, partial
sequence

HE3 (3'-5")

OR238375.1

ANA-7

Ehrlichia canis
clone JGJ5 16S
ribosomal RNA
gene, partial
sequence

ECAN5 (5°-3)

OR238376.1

ANA-7

Ehrlichia ewingii
clone JGJ6 16S
ribosomal RNA
gene, partial
sequence

EE52 (5°-3")

OR238377.2
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ANA-7

Ehrlichia ewingii
clone JGJ7 16S
ribosomal RNA
gene, partial
sequence

HE3 (3'-5")

OR238378.2
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VIIl.- DISCUSION

El presente trabajo tuvo como objetivo buscar mediante PCR la presencia de
fragmentos de ADN de bacterias de la familia Anaplasmataceae, especificamente
E. canis, E. ewingii y A. platys, en el que se reclutaron 28 pacientes caninos
divididos en grupos de casos y controles. Los datos demograficos recolectados
exhibieron que la raza no esta asociada con la condicion clinica (caso o control),
sin embargo, se observd una mayor proporcion de raza criolla dentro del grupo de
casos, por lo tanto, se puede deducir que los perros en situacion de calle son mas
proclives a infectarse con estas bacterias intracelulares, en comparacién con los
perros cautivos. Por otra parte, Nyindo et al., (1980), sugieren que la raza de
pastor aleman parece ser la mas susceptible, ya que en la fase mas grave de la
enfermedad muestra una mayor morbilidad y mortalidad, en comparacion con

otras razas de caninos.

De igual manera, condiciones como el sexo, la edad, el peso y la zona de
procedencia no se asociaron con condicion clinica (caso o control). Algunos
autores han llegado a resultados similares en relacion a que la ehrlichiosis no tiene
predileccion por la condicidon de la edad o el sexo y pone en peligro los sistemas
organicos del huésped de manera diferente y con distintos grados de severidad
(Da Silva et al., 2013; de Castro et al., 2004; Guerrero-Puentes, 2016; Gutiérrez et
al.,, 2016; Munhoz et al., 2012). Sin embargo, Huerto-Medina & Damaso-Mata,
(2015), mencionan que al evaluar la relacién entre la edad del canino categorizado
por grupos, y el diagnostico de E. canis, se determind que existe relacion
significativa entre ambas variables. Por lo tanto, la condicion de adulto esta

relacionada con la presencia de E. canis.

En el grupo de casos, mas de la mitad presentaron ectoparasitos (Cuadro
5), sin embargo, nuestros resultados mostraron que no hay una diferencia

significativa entre los pacientes que presentaron, a diferencia con lo reportado por
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Huerto-Medina & Damaso-Mata, (2015), ya que ellos encontraron que la condicion
de tener mayor cantidad de garrapatas esta relacionada con la presencia de E.
canis. Es probable que los perros del grupo control que si tuvieron ectoparasitos
pero no fueron positivos al diagnostico molecular, no estuvieron en contacto
durante mucho tiempo con el vector, lo que habria dificultado la transmision de los
hemoparasitos hacia el perro, ya que como mencionan Nelson & Couto, (2020) el
vector debe permanecer unido al hospedador al menos durante 24 o 48 horas

para transmitir el microorganismo.

Por otra parte, en el grupo de casos los signos mas frecuentes fueron:
vomito y depresidn (ambos con un 46.7%). De manera similar Kidd et al., (2017),
también reportaron signos gastrointestinales en pacientes con enfermedad canina
transmitida por vectores. El tratamiento que recibieron todos los perros del grupo
de casos consistio en administrar dosis de doxiciclina (10 mg/Kg) y omeprazol
(0.5-1.5 mg/Kg) durante 30 dias (cuadro 6). La doxiciclina es un antibiético
bacteriostatico ya que inhibe la sintesis proteica de microorganismos sensibles (de
Melo, 2023), habitualmente aparece una mejoria clinica en las primeras 24 a 48
horas de iniciado el tratamiento en perros con enfermedad en fase aguda o
cronica moderada, sin embargo, pueden ser necesarios periodos de hasta un afo
para la recuperacion completa, y en casos de infeccién cronica, las hemorragias y
las infecciones coexistentes pueden contribuir a la muerte, a pesar de iniciar el

tratamiento con tetraciclinas (Ettinger & Feldaman, 2007).

Los resultados de cada biometria hematica mostraron que la anemia
normocitica hipocromica, trombocitopenia, asi como la leucocitosis por neutrofilia
con desviacion a la izquierda, pueden sugerir un cuadro de
ehrlichiosis/anaplasmosis, en comparacion a los perros del grupo de controles,
resultados similares fueron reportados en los trabajos de Benavides Montafio &
Ramirez, (2003); Lopez et al., (2012); Tateishi T et al., (2015). Sin embargo, en la
biometria hematica no son exclusivos de enfermedades como

ehrlichiosis/anaplasmosis, ya que se pueden presentar anemias por pérdidas de
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sangre, parasitismo de gusanos intestinales, deficiencias nutricionales, exposiciéon
a sustancias toxicas, enfermedades de la médula 6sea, etc. A su vez, la
leucocitosis por neutrofilia con desviacion a la izquierda, puede deberse a un
proceso inflamatorio y/o infeccioso por otro tipo de microorganismos como los

pidgenos.

A mas de la mitad de los perros del grupo de casos se le realizé una prueba
rapida para buscar la presencia de anticuerpos anti-Ehrlichia y anti-Anaplasma,
siendo el 46.66% de los perros reactivos en las pruebas de inmunocromatografia,
de los cuales dos presentaron anti-E. canis (13.33%), dos anti-Anaplasma
(13.33%) y tres (20%) presentaron anticuerpos anti-EhrlichialAnaplasma

simultaneamente.

La reaccion de PCR para los géneros ErhlichialAnaplasma generd un
producto de aproximadamente 483 pb en tres muestras del grupo de casos
(ANA-3, ANA-4 y ANA-7). Este resultado es similar al que presentan Rojas-Trivifio
et al., (2013). A partir de estos casos, la prueba de PCR especifica para E. canis
amplificd un producto de 388 pb en los pacientes ANA-4 y ANA-7; ademas, en
esta ultima muestra también se obtuvo un amplicon de 396 pb en la PCR
especifica para E. ewingii. Por otro lado, la PCR especifica para A. platys, reveld
una banda de 212 pb en la muestra ANA-3. Nuestros productos de PCR coinciden
con los registrados por Murphy et al., (1998); Rojas-Trivifio et al., (2013); Rufino et
al., (2013), quienes también amplificaron el gen ADNr 16S de estas especies de

hemoparasitos, obteniendo amplicones con la misma cantidad de pares de bases.

Cabe destacar que el paciente positivo a A. platys, no fue reactivo mediante
la prueba de inmunocromatografia, lo cual indicaria un falso negativo en la prueba
rapida, esto puede deberse a una exposicidon muy pronta con la bacteria, lo cual
no permitiria el tiempo suficiente para la seroconversién con la presencia de
anticuerpos IgG (Dawson et al., 1996). Asi mismo, la técnica de PCR nos permitio

identificar un caso de coinfeccion, ya que el paciente ANA-7 fue positivo tanto a E.
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canis como a E. ewingii, esto coincide con lo documentado por Meinkoth et al.,
(1998), quienes encontraron un caso de coinfeccion entre E. canis 'y E. ewingii al
observar moérulas en monocitos y granulocitos en un canino de Oklahoma,
finalmente, corroboraron los hallazgos mediante una PCR anidada para dichas
especies de Ehrlichia. Estos resultados demuestran la sensibilidad de la técnica
de PCR frente a otras técnicas de laboratorio para el diagnoéstico de Ehrlichia spp

y Anaplasma spp.

Debido a la ausencia de un control positivo, la secuenciacion de los
amplicones obtenidos (Cuadro 10), y que senalaron la pertenencia al gen 16S
rRNA, confirmé la presencia de A. platys, E. canis y E. ewingii, en los perros
domeésticos diagnosticados en el grupo de casos, lo que permite considerarlos
como controles positivos a estas bacterias. Este mismo gen ha sido utilizado en
estudios previos, en donde los autores también encontraron la presencia de ADN
perteneciente a E. canis, E. ewingii y A. platys (Diaz-Medina et al., 2016; Murphy
et al., 1998; Ojeda-Chi et al., 2019; Rojas-Trivifio et al., 2013; Rufino et al., 2013).

En resumen, los resultados del presente estudio confirman la presencia de
E. canis, E. ewingii y A. platys en perros domésticos de la ciudad de Tuxtla
Gutiérrez, Chiapas. La secuenciacién de los amplicones de las pruebas de PCR
realizadas revelaron la presencia de material genético especifico de dichas
bacterias. Este hallazgo es de gran importancia, ya que a nivel nacional y regional,
son esporadicos los estudios sobre la Ehrlichiosis/Anaplasmosis canina, mientras
que a nivel local existe un sélo estudio similar (Nufez Ochoa, 2003), en el que
sefala que el Estado de Chiapas ocupd el octavo lugar a nivel nacional con una
seroprevalencia de E. canis del 41.7%, mientras que en este trabajo, de los 15
perros del grupo de casos, solo se confirmaron 3 mediante PCR. En este sentido,
una de las limitaciones de este estudio fue el tamafio de la muestra, ya que estuvo

condicionado por la cantidad limitada de reactivos disponibles. Esto podria haber
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afectado la representatividad de la poblacion canina estudiada y la precision de

nuestras estimaciones.

Por otra parte, los hallazgos realizados en esta investigaciéon también son
de interés para la salud publica, ya que E. canis y E. ewingii son considerados
patdgenos zoonoticos, debido a que también pueden infectar a los seres humanos
a través de la mordedura de las garrapatas. Por lo que una deteccidén temprana,
asi como la identificacion de estas infecciones en la poblacién canina, son

fundamentales para prevenir la transmisién a los seres humanos.

En dltima instancia, nuestro estudio destaca la importancia de realizar
pruebas de deteccion como la PCR, debido a su alta sensibilidad, asi como
promover medidas preventivas, como el control de garrapatas en las poblaciones
caninas para mitigar el riesgo de infeccion por E. canis, E. ewingii y A. platys, asi

como para proteger la salud publica.
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IX.- CONCLUSIONES

Entre los perros analizados en Chiapas, México, no se encontré una
asociacién entre la edad, el sexo o el peso con la condicion clinica (casos o
controles).

El 77.78% de los casos (N=7/9) exhibieron anticuerpos contra
Ehrlichial Anaplasma.

Los perros del grupo de los casos exhibieron anemia, trombocitopenia,
leucocitosis, neutrofilia y desviacioén a la izquierda.

Se obtuvieron dos amplicones para E. canis, uno para E. ewingii y uno para
A. platys.

La secuenciacion de los amplicones confirmé la presencia de E. canis, E.
ewingiiy A. platys.

Se reporta por primera vez la presencia de A. platys y E. ewingii en perros
del estado de Chiapas.

Se reporta un caso de coinfeccion entre E. canis 'y E. ewingii.
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X.- PROPUESTAS Y RECOMENDACIONES

Debido a que en la presente investigacion se ha demostrado la presencia
de E. canis, E. ewingii y A. platys en perros domésticos del Estado de
Chiapas, y que a su vez, nuestro Estado cuenta con las condiciones
climaticas Optimas para la propagacion de las garrapatas, las cuales son el
principal vector de estas bacterias, se recomienda que en futuros estudios
se considere evaluar la prevalencia de casos reportados para el Estado de
Chiapas ya que esto puede ayudar a identificar zonas de alto riesgo y tomar
medidas preventivas adecuadas.

Por otra parte, tanto E. canis como E. ewingii son agentes zoondticos, por
lo que en futuros estudios se deberia considerar evaluar la presencia de
estos hemoparasitos en seres humanos, esto con el fin de prevenir al sector
salud sobre casos emergentes de ehrlichiosis/anaplasmosis y que la
poblacion en general tome las debidas precauciones para preservar su

salud y la de sus familiares.
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XIll.- ANEXOS

Anexo 1. Constancia de participacion en el Foro de Programas de Posgrado e

Investigacion “La Generacion y Aplicacion del Conocimiento”, 2023-05-25

Universidad de Ciencias y Artes
de Chiapas

Secretaria Académica a
través de la
Direccion de Investigacién y Posgrado

Otorga
CONSTANCIA
al

C. Carlos Daniel Gonzalez
Gonzalez

Por su participacién en el Foro de Programas de Posgrado e

Investigacion "La Generacion y Aplicacién del Conocimiento”.

85



Anexo 2. Certificado de participacion en el Congreso Veterinario de Leodn
2023-09-05

CwolL

CONGRESO VETERINARIO DE LEON

Se otorga el siguiente RECONOCIMIENTO A:

Biol. Carlos Daniel Gonzalez Gonzalez

Por la presentacion de su trabajo en modalidad oral, titulado:
Diagndstico de Ehrlichiosis y Anaplasmosis en perros de Chiapas, México:

reporte del primer caso por Anaplasma Platys
DURANTE EL CONGRESO VETERINARIO DE LEON 2023

; Mis
DR. ESP. MCPG. JOSE ANJONIO IBANCOVICHI CAMARILLO IV{e b i [c]o]

COORDINADORDE/TRABAJOS LIBRES CVDL 2023 QUE NUNCA

86



Anexo 3. Constancia de participacidon en el programa de radio Divulga UNICACH:
Ciencia, Arte y Humanidades 2023-09-19

La Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas

A través de la
Direccion de Investigacién y Posgrado

Otorga

Constancia
al

Biol. Carlos Daniel Gonzalez Gonzilez

Por su participacion en el Programa de radio
Divulga UNICACH: Ciencia, Arte y Humanidades.

Tema: Proyectos "Diagnéstico de ehrlichiosis y anaplasmosis en perros de
Chiapas, México: reporte del primer caso por Anaplasma platys"”
Instituto de Ciencias Bioldgicas
Transmitido por Radio UNICACH a través del 102.5 EM.

Tuxtla Gutiérrez, Chigpas; a 19 de Septiembre de 2023. @
M I~

Direccion de
Investigacion
Dra. Cmrantes Garcia Mtra. Guadalupe Moreno Corzo y Posgrado
. Directora de Investigacién y Posgrado Coordinadora de Radio UNICACH - 5)
e unicachfm’
4 h 2atie wniversitgsia J-LCAH X25FM -
G NN =N
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Anexo 4. Carta de consentimiento informado

UNIVERSIDAD DE CIENCIAS Y ARTES DE CHIAPAS

INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

CARTA DE CONSENTIMIENTO
INFORMADO

Este documento sirve para que la persona a cargo del cuidado de su mascota, autorice la
extraccion de sangre, muestra que sera utilizada UNICAMENTE con fines académicos, para que
sea analizada y los resultados sean parte del trabajo de investigacion titulado ‘Diagnéstico de
Ehrlichia canis, Ehrlichia ewingii y Anaplasma platys. mediante PCR en perros de una zona urbana
de Tuxtla Gutiérrez".

La venopuncion es la técnica por la cual se perfora una vena por via transcutanea con una

aguja o catéter; el objetivo de este procedimiento es |la extraccion de sangre para su posterior
analisis.

El protocolo de recoleccion de muestra de sangre se tomara de una vena localizada en
alguna de las extremidades o en la vena yugular, atendiendo las medidas de asepsia.

El beneficio obtenido de la participacion, sera contar con un diagnostico sobre la presencia
de hemoparasitos, asi como conocer datos de peso y talla, lo cual NO IMPLICA PAGO ALGUNO
POR LA PARTICIPACION.

En algunas ocasiones se pueden producir algunos riesgos con este procedimiento como
son:

e Un ligero sangrado, sera necesario esperar a que cese.

e Aparicion de un ligero hematoma (acumulacién de sangre debajo de la piel), lo que comianmente
se denomina “morado”, el mismo que se resolvera sin tratamiento al cabo de algunos dias.

e Riesgo leve de infeccion.

e En casos dificiles de extraccién de sangre seran necesarias otras punciones adicionales.

e La cantidad total de sangre que se extraiga estara a criterio del médico veterinario responsable de

la flebotomia.
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Universipap be Ciencias Y ArTes bE CHiaPAs

INSTITUTO DE CIENCIAS BIOLOGICAS

CARTA DE CONSENTIMIENTO
INFORMADO

CERTIFICADO DE CONSENTIMIENTO

Yo

RESPONSABLE DE LA MASCOTA DE NOMBRE
, EDAD ,CON DOMICILIO EN:

, DE SEXO

manifiesto que se me ha solicitado dar mi consentimiento para gue se le realice una extraccion de
sangre a mi mascota. Reconozco que me han INFORMADO de manera precisa y clara sobre los
riesgos y beneficios de someter a mi mascota a la toma de muestra de sangre. Por lo anterior
declaro que he comprendido el procedimiento, me han sido aclaradas todas mis dudas y estoy
satisfecho con la informacion recibida.
Doy mi consentimiento, por mi libre voluntad, sin haber estado sujeto a ningun tipo de
presion, por lo que AUTORIZO a la persona encargada, para que efectle la toma de la muestra de

sangre.

FIRMA DEL ENCARGADO DE LA MASCOTA:

FIRMA DEL FLEBOTOMISTA:

Anexo 5. Base de datos

Base de Datos Tesis Daniel Gonzalez.xlsx
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