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RESUMEN

Anaplasma phagocytophilum es una bacteria que infecta a una amplia variedad de
animales entre los que destaca el perro doméstico y ocasionalmente, el ser humano. El objetivo
del presente estudio fue demuastrar la presencia y calcular la prevalencia de A. phagocytophilum
en sangre de perros domésticos de la subregién Centro del estado de Tabasco. Un total de 207
muestras de sangre de perros fuer@n procesadas para la extraccién de ADN mediante la técnica
de salting-out y posteriormente, evaluades mediante los cebadores E1 y E2 que amplifican un
producto de 262pb del gen 16 s rRNA en todas las especies de Anaplasma y los cebadores
especificos MSP465f y MSP 980r del gen MSP2:que amplifica un producto de 550 pb de A.
phagocytophilum. No se encontraron resultados positivos a la infeccidn de A. phagocytophilum
en las muestras de sangre de perros domésticos colectados en la subregion Centro del estado
de Tabasco. Por tal motivo, no fue posible establecer la“prevalencia y los factores de riesgo
asociados a la infeccion. En futuros estudios deberan considerarse otras regiones del Estado,
incrementar el numero de animales muestreados o probablementeestudiar perros sin duefio o

en situacion de calle que pudieran estar mas expuestos a la infeccién.

Palabras clave: Vectores, Enfermedades tropicales, Garrapatas.
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1. Introduccion.

En la ultimasdécada se ha reportado la aparicion y reaparicion de enfermedades rickettsiales
trasmitidas por garrapatas (TBD por sus siglas en ingles). Estas se consideran infecciones
zoonoticas causadas ‘por. géneros del orden Rickettsiaceae, principalmente: Anaplasma
phagocytophilum, Rickettsiasickettsii, Ehrlichia chaffeensis y Ehrlichia canis convirtiéndose en
un problema en la salud publica~y veterinaria (Sosa-Gutierrez et al., 2014).

Anaplasma phagocytophilum _es una bacteria gram-negativa, intracelular obligada,
pleomorfica perteneciente a la familia.Anaplasmataceae que invade principalmente neutréfilos
y eosindfilos de hospederos mamiferos’ingluido el perro y el hombre, ocasiona una enfermedad
aguda y febril (Carrade et al., 2009; Seo ettal;; 2018).

Este organismo mantiene un ciclobieldgico que involucra mamiferos silvestres y domésticos
que actuan como reservorios (Chapman_et al., 2006). La epidemiologia de esta enfermedad
refleja una distribucién directamente relacionada con la-distribucidn de las garrapatas duras del
género Ixodes, consideradas su principal vector(Dantas-Torres et al., 2012; Chirek et al., 2017).
Sin embargo, se ha reportado que puede infectar otras especies de garrapatas (Sosa-Gutierrez
et al., 2016).

Los signos clinicos en los perros incluyen fiebre, letargo” e hiporexia, asi como
claudicacion, polidipsia, anemia, voémito, diarrea, hemorragias, esplenomegalia vy
linfoadenomegalia. Los cuadros clinicos se presentan de leves a severos (Carrade et al., 2009;
Lee et al., 2017).

A. phagocytophilum era conocida anteriormente como Ehrlichia equi e _-Ehrlichia
phagocytophila. Fue identificada por primera vez como agente infeccioso en canines de

California en 1982 (Madewell y Gribble, 1982). Posteriormente, se reporté Anaplasmosis



Granulocitica en Humanos (AGH) en los Estados Unidos de América en 1993 (Chen et al., 1994,
Carrade et al?,2009). Desde entonces ha sido reportada en todo el mundo (Stuen et al., 2013).
En Europa, se han reportado casos de Anaplasmosis Granulocitica Canina (AGC) en Francia,
Alemania, Austriay-ltalia, Espana y Portugal (Chirek et al., 2017). En Asia varios estudios
informaron la presencia de*A. phagocytophilum en Corea (Han et al., 2018), China (Cui et al.,
2017) y Japon (Ybanez y+dnokuma, 2016). 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 los Estados Unidos de Norteamérica (EUA) se considera un problema de salud
reemergente debido a que fueron reportados 1761 casos de AGH en el 2010 (Seo et al., 2018).

En México ha sido también reportada la presencia de la bacteria. Sosa-Gutiérrez et al
(2016) reportaron la presencia de A. phagocytophilum en garrapatas recolectadas de bosques,
parques ecoturisticos y hospedadores (incluidas personas). Otros estudios en México también
han reportado la presencia de anticuerpos contra A. phagacytophilum en perros del estado de
Nuevo Ledn (Salinas-Melendez et al., 2014) y evidencia molecular de su presencia fue
reportada en zarigleyas y perros muestreados en el estado de_ Sampeche con prevalencias de
3y 27%, respectivamente (Rojero-Vazquez et al., 2017).

Un estudio retrospectivo realizado en 2015 reportd una incidencia de 26% de AGH en
150 muestras de pacientes pediatricos identificadas 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).

A pesar de que los datos indican que la incidencia y prevalencia de la AGC se ha

incrementado en los ultimos anos, la informacién de este patdégeno en México es €Scasa.



Probablemente, debido a diagndsticos erréneos, y a que la infeccion por A. phagocytophilum
presenta signos clinicos generales, que la asemeja con otras enfermedades febriles o bien
pudiera pasar como una infeccién subclinica. La estrecha relacion de los perros con la poblacion
humana representa Un factor de riesgo, debido a que pueden infectarse de forma subclinica y
actuar como reservories (Movilla et al., 2016).

En el estado de Tabasco no se ha realizado ningun estudio sobre la prevalencia de A.
phagocytophilum en la poblacion canina. Por tanto, el objetivo del presente estudio sera
determinar la prevalencia de A. phagocytophilum en caninos de la subregion Centro del estado
de Tabasco, asi como identificar los factores de riesgo que favorecen la presencia de este

patdgeno en los perros.

1.1. Justificacion

El estado de Tabasco posee un clima‘tropical, el cual crea un entorno favorable para la
proliferacion de las garrapatas, las cuales‘son. el vector principal de A. phagocytophilum.
Ademas, que las altas poblaciones de caninos presentes-en.el Estado pueden actuar como
reservorios de esta enfermedad, siendo un problema de salud_publica. Por tal motivo, es
necesario determinar la presencia de este patégeno en los caninos del.estado de Tabasco. Con
este estudio se pretende obtener datos actuales de la presencia de Al phagocytophilum en
perros y garrapatas de Tabasco, ademas, determinar la cantidad de animales que presentan
infecciones activas o exposicion pasada a los agentes, y conocer los factores de riesgos
asociados a la enfermedad, con ello poder establecer medidas preventivas para.esta zoonosis

desconocida en Tabasco
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Il.- Objetivos.
2.1. Objetivo general.

Demostrar la ‘presencia y calcular la prevalencia de A. phagocytophilum en sangre de

perros domésticos de'la subregion Centro del estado de Tabasco.

2.2. Objetivos especificos.

» |dentificar mediante técnicas.moleculares la presencia de A. phagocytophilum en sangre

de los perros domésticos muestreados.

= Establecer la prevalencia y describir los factores asociados a la infeccion de A.

phagocytophilum en los perros’muestreados.

11



= |ll.--Revision de literatura.

3.1.- Historia del«descubrimiento de Anaplasma phagocytophilum.

A. phagocytephilum 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 como
la fiebre transmitida por garrapatas (TBF, por sus siglas en inglés), ya que provocaba un cuadro
febril y leucopenia severa.( Inicialmente, el agente etioldgico fue nombrado Rickettsia
phagocytophila (Foggie, 2018). La‘bacteria se disemind 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 y Gribble, 1982).

La infeccion fue reportada en _.caballos de California en 1968, responsable de la
Ehrliquiosis Granulocitica Equina (Madigan'y Gribble, 1987). La AGC canina fue reportada por
primera vez en california en el ano de 1982 (Madewelly Gribble, 1982). Los primeros reportes
de AGH (descrita como Ehrliquiosis 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 Ehrliquiosis 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‘lasunidad 16S
rRNA y de la proteina groESL como una misma especie nombrandola Anaplasma

phagocytophilum (Dumler et al., 2001).
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3.2. Definieion y generalidades.

El termino” Rickettsia hace alusibn a un gran numero de bacterias gram negativas,
intracelulares obligadas, que son trasmitidas por artrépodos hematodfagos. El orden
Ricketstsiales engloba @ dos familias Anaplasmataceae que incluye los géneros: Anaplasma,
Ehrliquia, Wolbachia y Neorickettsia y la familia Ricketstsiaceae que alberga los géneros
Rickettsia, Orientia'y Coxiellax(Bowman, 2011).

A. phagocytophilum es un patdégeno zoondtico reemergente que es transmitido por
garrapatas, este organismo es ‘el agente etiolégico de la HGA, AGC, Anaplasmosis
Granulocitica Equina y la TBF de los rumiantes (Dumler et al., 2001; 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; Oteo y Brouqui, 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 com@ ‘la formacién de cuerpos de

inclusion citoplasmaticos en los neutréfilos (Engvall et al., 1996).

3.2. Clasificaciéon taxonémica.

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

13



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 aislé del venado cola blanca cautivo

(Odocoileus virginianus) en los Estados Unidos (Tate et al., 2013).

3.3. Caracteristicas morfolégicas.

A. phagocytophilum se“describe como un organismo cocos pleomorfico, intracelular
obligado, gramnegativo, 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 grandlecitos infectados, la bacteria esta presente en forma
de macro colonias (moérulas) en el.interior de vacuolas intracitoplasmaticas, donde esta se
replica. Las mérulas varian de 1.5 ym*y.6-pm de didmetro (Carrade et al., 2009; Atif, 2015).

La bacteria puede estar fuertemente empaquetada dentro de las inclusiones, debido a
una pérdida del peptidoglicano y lipopolisacarido.(LPS).4a 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 (Rikihisa
et al., 1997; Popov et al., 1998; Lai et al., 2009). Las hebras finas de.ADN y los ribosomas se
ven claramente dentro de las bacterias. Se tifie mal con la tincién 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 visualizacion de las moérulas (Popov et al., 1998).
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Cuadro 1. Clasificacion de la familia Anaplasmataceae.

Orden

Rickecttsiales

Familia
Anaplasmatace
Clase
Alphaproteobacteria
Género
Anaplasma Ehrlichia Neorickettsia Aegyptianella| Wolbachia | Cyidatus Neoehrlichia Cyidatus Xenohalioti
Especies
A. marginale E. ruminantum | N. helminthoeca | A. pallorum Wi pipentis | Ca. Neoehrlichia mikurensis | Ca. Xenohaliotis californiensis
A. platys E. muris N. sennetsu Ca. Neoehrlichia lotoris
A. phagocytophilum | E. chaffeensis | N. risticcii
A. bovis E. ewingii
A. ovis E. canis
A. centrale
A. capra

(Dumler et al. 2001, Rymaszewska y Grenda, 2008, Rikihisa 2011).




A. phagocytophilum puede presentar dos formas, pequenas células de nucleo denso que
posee actividad de unidn 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).

3.4. Distribucion epidemiologica.

La AGC ha sido documentada esporadicamente en todo el mundo (Bexfield et al., 2005;
Shaw et al., 2005). En Europa el patégeno se ha detectado en las garrapatas de la mayoria de
los paises y las tasas de infeccion ‘escilan entre el 0.4% y el 67% (Stuen, 2007). Ha sido
reportada en Alemania (Barth et al., 2012;. Chirek et al., 2017), Francia (Pantchev et al., 2009),
Austria (Kirtz et al., 2007), Italia (Rennisi 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), Euraparoriental/(Pantcheyv, et al., 2015) y paises balticos

(Kybicova et al., 2009; Berzina et al., 2013).

En Asia se han realizado pocos estudios en paises com0o China (Cao et al., 2000; Zhang
et al., 2012), Japon (Ohashi et al., 2013; Ybanez y Inokuma, 2016); Corea (Lee et al., 2017; Han
et al., 2018), India (Borthakur et al., 2014), Turquia (GUnaydin et al.72018) 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),

Tunez (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 en'los estados del medio oeste y noreste de EUA donde se ha reportado un aumento

de la infeccion de perros por Anaplasma spp (Little et al., 2014; 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 realizade"algunos estudios sobre la prevalencia de A. phagocytohilum
en diferentes Estados del pais. Se.demostro la presencia de esta bacteria en 22 Estados del
pais, siendo este el patbgeno mas comunmente detectado y estimaron una prevalencia de 11%.
(Sosa-Gutierrez et al., 2016). Movilla et\al. (2016) reportaron por examen serolégico una
prevalencia de Anaplasma spp de 9.9%, con la prevalencia mas alta detectada en el noroeste

(16.4%) y la mas baja en los estados delecentronorte del pais (0.6%) (Movilla et al., 2016).

Otros estudios han reportado la presenecia de anticuerpos contra A. phagocytophilum en
perros en el estado de Monterrey (Salinas-Melendez et al.42014). En el estado de Campeche
se realizé un estudio donde encontraron, mediante la reaccidon en cadena de la polimerasa
(PCR), una prevalencia de A. phagocytohilum de 3 y 27%  en zarigleyas y perros,

respectivamente (Rojero-Vazquez et al., 2017).

Un estudio informd la presencia de A. phagocytophilum en roedoressSilvestres del centro
del pais, destacé el riesgo potencial para los humanos y la vida silvestre (Sosa-Gutiérrez et al.,

2014).
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3.5. Transmisién y ciclo bioldgico de A. phagocytophilum.

A. phagoeytophilum se mantiene en ciclos naturales, donde estan involucradas las
garrapatas duras .ixodidae y hospedadores vertebrados (Sosa-Gutiérrez et al., 2014). Las
garrapatas son parasites hematéfagos 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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Figura 1. Distribucion de patégenos 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).
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Las~Qarrapatas son responsables de la transmisién de la bacteria a los huéspedes
mamiferos pormedio de la picadura, durante su alimentacién. A. phagocytophilum se mantiene
dentro de la garrapata desde la etapa de ninfa hasta adulta (transmisién trasestadial), por lo
que puede trasmitir.la bacteria cuando 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 transmisién 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'noe.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 organisma.se informé recientemente
en China (Zhang et al., 2008). Una investigacion de brote sugirié que la\transmision se produjo
a través del contacto directo y cercano con la sangre y las secrecionessrespiratorias de un
paciente que muri6 de AGH. También se describen la posible transmisiéon 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 describidlen una
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perra de Wisconsin con un feto momificado retenido. No se documentd evidencia de infeccion

en los cachorros sobrevivientes de la camada (Plier et al., 2009).

A. phagocytpehilum 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 (Cao et al., 2000; Ohashi et al., 2005). En EUA se ha reportado que los
principales vectores son Ixodes pacificus en el oeste de los Estados Unidos, Ixodes 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 /.
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, sudistribucidén en todo el territorio nacional
y sus caracteristicas de adaptacion la convierten en un vector idoneo (Sosa-Gutierrez et al.,

2016; 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 dealimentacion es
corto, y se alimenta principalmente de pequefios mamiferos (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
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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 él en un
corto periodo de tiempo, mientras en las garrapatas de tres hospedadores, la ninfa cae al suelo,
donde puede mudar‘dentro de las préximas dos semanas o después de varios meses (Yerson

y Magnarelli, 2008).

En el estado adulto se presenta la diferenciacion sexual de las garrapatas, en esta etapa
se alimentan principalmente” de sjmamiferos 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
(Polanco-Echeverry y Rios-Osorio, 2046). La“€opula 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 humedo y protegidoen.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 (Yerson

y Magnarelli, 2008; 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 transovarica. 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 alimentacién de sangre en animales

infectados. Una vez infectado en la etapa larvaria o ninfa, A. phagocytophilum se mantieéne en
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garrapatassa través de la metamorfosis y muda a la siguiente etapa de la vida y se transmite a
los animales“através de la alimentacién de sangre cuando 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, 2014).

3.6. Patogenia de la infeccion de A..phagocytophilum.

Las garrapatas adquieren A. phagocytophilum al alimentarse de un hospedador
infectado, esta debe permanecer adhérida durante 36 a 48 h para que se realice la trasmision
(Nyarko et al., 2006). En las garrapatas /xedidaedabacteria sobrevive en las glandulas salivales
y en las células del intestino medio. La bacteria presenta dos variaciones morfoldgicas,
pequefas células de nucleo denso (DC) que ‘contienenprotoplasma condensado, las cuales se
unen a células granulociticas del huésped, misma que 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., 2011). A..phagocytophilum es una
de las pocas bacterias conocidas que sobreviven y se replican dentro\de los granulocitos de

neutréfilos (Seo et al., 2005; 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 ‘colonizacién

del huésped. Infecta a los granulocitos, predominantemente neutréfilos, donde se replica en
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vesiculas_uhidas a la membrana, forma micro colonias llamadas morulas. Sin embargo, A.

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

A. phagocytaephilum posee estrategias de supervivencia intracelular, incluida la inhibicién
de la funcién 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., 2005).

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

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

3.7. Signos clinicos en los perros.

La mayoria de los perros infectados ¢(naturalmente con A. phagocytophilum
probablemente permanezcan sanos (Beall et.al., 2008). Los signos clinicos mas 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; Egenvall et al., 1997). La
hiporexia 0 anorexia ha sido reportada en un rango de 47 a 88% de\los perros. Los signos
musculo esqueléticos, como la renuencia a moverse y la cojera, seshan reportado con
frecuencia. Son menos comunes la polidipsia, mucosas palidas. Se han repoftado sintomas
gastrointestinales que incluyen vomito y diarrea, y hemorragia que se manifiesta como

petequias mucosas, melena o epistaxis (Greig et al., 1996; Chirek et al., 2017). Es posible que
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se presenté esplenomegalia y linfadenopatia leve, detectadas durante el examen fisico o

después dedna imagen radiografica o ecografica (Chirek et al., 2017).

3.8. Diagnéstico derla infeccion de A. phagocytophilum.

La deteccion directa’de A. phagocytophilum por la técnica de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR, por sussSiglas en inglés) es el método mas sensible (Courtney et al., 2004,
Chapman et al., 2006). Los( estudios experimentales han demostrado que el ADN de A.
phagocytophilum se puede deteetar en la sangre tan pronto como dos dias después de la
infeccion (Scorpio et al.,, 2011). Sih/embargo, un resultado negativo no excluye a A.

phagocytophilum como agente causal.

La deteccion microscopica de/marulasen un frotis de sangre es menos sensible que la
PCR, y solo es posible durante la fase. aguda dea.infeccion (~ 4 a 14 dias después de la

infeccidn), y no todas las infecciones muestran-morulas.detectables (Eberts et al., 2011).

La medicién 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 limitacibn de que las pruebas de-anticuerpos pueden ser
negativas durante la fase aguda de la infeccién debido al desarrollo de_ titulos de anticuerpos

detras de la enfermedad clinica (Eberts et al., 2011).

3.9. Tratamiento y prevencion.

El tratamiento de eleccién para la AGC es la doxiciclina (5 mg / kg PO c/12h{durante 2

semanas). La mayoria de los perros muestran una mejoria clinica dentro de las 24 a 48 horas
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del tratamiénto antibidtico inicial. A pesar de las contraindicaciones médicas un estudio
documento gue dos de ocho perros infectados requirieron hasta seis dias de tratamiento con

tetraciclina para Ja resolucién completa de los signos clinicos (Poitout et al., 2005).

La infeccion Se puede prevenir evitando que las garrapatas se adhieran al anfitrién, y/o
la pronta eliminacién de™las garrapatas. Se ha demostrado que las combinaciones de
imidacloprid, permetrina, “fipronilo y metoprenado previenen la transmisién 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 €n perros. En la literatura humana, la reinfeccion 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 infeccién inicial con A. phagocytophilum. La
infecciéon natural puede conferir proteccion a largo_plazo contra el desarrollo de nuevas

infecciones (Carrade et al., 2009).
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IV. Materiales y métodos.

4.1.- Area de<€studio.

El presente-estudio se llevé a cabo en la Subregidén Centro del estado de Tabasco,
ubicada a 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).

4.2.- Tamafno de muestra y disefio'del muestreo.

Para el desarrollo del presente Eestudio se muestrearon perros pertenecientes a la
Subregién Centro del Estado. Dos criterios de inclusion fueron tomados en cuenta en el estudio:
1) Se muestrearon unicamente perros.cen duehos(con la finalidad de recabar los datos que
seran utilizados para determinar los factores de riesgo),.y 2) El consentimiento de los duefios
de las mascotas para colaborar con la donacion de muestras de sangre de sus perros. Las
especificaciones con respecto al desarrollo del«estudio fuefon notificadas previamente a los

duenos de los perros mediante una carta de consentimiento infermado.

El tipo de muestreo a emplear fue un muestreo estratificado censasignacion proporcional.
Para determinar el tamafo de muestra de la poblacién canina se utilizo el Censo Canino 2014
(unico disponible en la Secretaria de Salud del estado de Tabasco) en elgeual se indica una
poblacion total 261,930 perros. Se utilizé una prevalencia esperada del 50%y-debido que se
desconoce este dato en el lugar de estudio y este valor se considera el mas conseryador, indico
que existe la misma posibilidad de encontrar o no el objeto de estudio en la poblacién. Se utilizé

la fébrmula para determinacién del tamano de muestra en poblaciones finitas y conocidas de
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acuerdo a.Murray y Larry, (2020). Sustituyendo los valores obtenemos una poblacién de 1,302
perros pararstodo el Estado. Mediante una asignaciéon proporcional se obtuvo que para la

subregion del Centro se requirid muestrear un total de 332 perros.

4.3.- Determinaciones awrealizar en los perros.

4.3.1.- Toma de la muestra’de sangre para la identificacion de A. phagocytophilum en perros.

Las muestras de sangre de los perros se obtuvieron de la vena cefalica, con aguja
Vacutainer® y fueron depositadas ‘en"tubos de 4 ml con EDTA. Posteriormente, las muestras
fueron identificadas utilizando numeros.€onsecutivos y conservadas en refrigeracién durante su
transporte al Laboratorio de Enfermedades:Tropicales y Transmitidas por Vectores de la
Universidad Juarez Autbnoma de Tabasco, en _donde seran almacenadas a -20°C hasta su

procesamiento.

4.3.2.- Extraccion de ADN gendmico para la identificacién de A. phagocytophilum.

Para llevar a cabo la extraccion 100 pl de sangre anti-coagulada se resuspendieron en
180 pl de solucién de lisis de eritrocitos (Tris-HCI 10 mM pH 8,0, Triton X - 100 al 1% y sacarosa
al 11%), la mezcla se incub6 cinco minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, la mezcla
fue centrifugada a 18,000 x g durante cinco minutos y se decantd el sobrenadante, este paso

fue repetido tres veces para lisar por completo células sanguineas y eliminari{a 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 EDTA

2mM)y 2 pl de SDS al 20% fueron afadidos a la muestra. La mezcla se incub6 a 65°C por una
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hora. Postefiormente, se le adicionaron 30 pl de acetato de potasio y la muestra se incub6 en
hielo humedo'durante 30 minutos. Terminada la incubacién, la mezcla fue centrifugada a 18,000
x g durante quinge minutos y el sobrenadante se recuperé y fue colocado en un nuevo tubo de
serologia (Eppendeorf®.de 1.5ml). Posteriormente, se agregaron 200 pl de isopropanol absoluto

y se dejo precipitar el'’ADN ‘durante toda la noche.

Al dia siguiente, la muestra fue centrifugada a 18,000 x g durante 15 minutos y se decanté
el isopropanol sobrenadante. Después se adicionaron 200 ul de etanol al 70% y posteriormente,
la muestra fue centrifugada a 18,000 g durante 15 minutos y el etanol fue desechado. EI ADN
obtenido se secd durante 30 minutos yposteriormente fue resuspendido, usé 50 pl de solucién
de TE (10 mM Tris-HCI, EDTA 1 mM, pH 8.0) este método de extraccion fue estandarizado y
tomo como base diferentes literaturas-basadas en extraccion de ADN mediante la técnica de

Salting-out (Howly, 1996; Sambrook y Russel, 2001;"Nasiri et al., 2005).

4.3.3.- Cebadores y reaccién de PCR para identificar Anaplasma phagocytophilum en

ADN genomico procedente de sangre de perros.

Se utilizaron dos diferentes pares de cebadores uno para lafidentificaciéon de género (E1,
E2) creados partir de una region conservada del gen 16 s rRNA y el'segundo par de cebadores
para la identificacién de especie (MSP465f y MSP980r) originado de una regién conservada del
gen Msp2. En el Cuadro 2 se observan los cebadores utilizados, el gen de arigen, la secuencia
de cada cebador, el microorganismo del cual fue obtenida la secuencia y el tamafie del amplicén

esperado.
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Cuadro 2.-.Cebadores a utilizar durante el presente estudio.

Gen Primer Secuencia Microorganismo Amplicén

16 srRNA E1 GGC ATG TAG GCG GTT CGG Phagocitophylla genogroup 262pb
TAA
GTT-
E2 CCC CAC ATT CAG CAC TCA
TEG
TTTA-

Msp2 MSP465f Fofward: Anaplasma phagocytophillum 550pb
5' TGATGTTGTTACTGGACAGA
3!
MSP980r Reverse;
5' CACCTAACCTTCATAAGAA 3’

(Caspersen et al., 2002).

La reaccién de PCR se llevo a cabo)utilizé las siguientes condiciones: 94 °C durante 2
min, 2 ciclos de 94 °C durante 30 s, 62 °C durante 30 s y 72 °C durante 30 s, 2 ciclos de 94 °C
durante 30 s, 60 °C durante 30 s y 72°C durante_ 30 s, 2 ciclos de 94 °C durante 30 s, 58 °C
durante 30 s y 72 °C durante 30 s, 2 ciclos-de 94 “C"durante 30 s, 56 °C durante 30 sy 72 °C
durante 30 s, 26 ciclos de 94 °C durante 30 s, 54 °C+durante 30 s y 72 °C durante 30 s y
finalmente 72 °C durante 5 min. Se realizaron electroforesis.en gel de agarosa y se tifieron con
Saber safe® para asegurar la visualizacion de un fragmento de ADN de aproximadamente 550

pb.
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4.3.4.- Determinacién de la prevalencia de A. phagocytophilum en los perros muestreados.

Para determinar la prevalencia de perros infectados se aplicé la férmula general de

prevalencia:
pP,_ —
t=
Nt

Donde P es la prevalencia estimada en el tiempo justo que se realizo el estudio, Cies el
numero total de casos que resultarompositivos durante ese periodo y Nt es el niumero total de

individuos estudiados durante ese periodo de tiempo (Mateu y Casal, 2003).
4.3.5.- Determinacién de factores asociados a-la-infeccion de A. phagocytophilum en perros.

Para determinar los factores asociades a lassinfecciones de A. phagocytophilum en los
perros se realizé una encuesta a los duefos; con el fin.de\obtener datos relacionados con sus
mascotas. Los datos fueron capturados inicialmente ‘mediante la hoja de encuesta y

posteriormente digitalizados en una hoja de calculo de Excel para su analisis estadistico.

4.3.6.- Analisis estadistico para identificar factores asociados .a" la infeccion de A.

phagocytophilum en los perros muestreados.

Los analisis estadisticos fueron planteados para calcularse con 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 realizaria un modelo de‘fegresion
logistica binomial, para explicar la presencia o ausencia de perros infectados. Para seleeCionar

las variables a incluir en el modelo, inicialmente se realizdé un analisis de regresidn logistica
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univariadoypara explorar la posible asociacion entre cada una de las variables independientes
y la presencia @ ausencia de infecciones en los perros. Se consideraron significativas aquellas

con valor de P< 0.05.

Una vez seleccionadas las variables independientes se realizaron diversos ensayos para
elegir el método de entradaal programa estadistico (IBM SPSS versidén 22) que mas se adecuo.
El nivel de confianza fue de-95%, se calcularon los Odds Ratio y se consideraron significativos

los valores de P< 0.05.
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V.- Resu@s.

Se t(th un total de 207 muestras de sangre de perros colectadas al azar en la
subregion Cent% estado de Tabasco. A pesar de no haber alcanzado el numero total de
muestras planteadogad‘ec‘idic’) finalizar con la etapa de muestreos al inicio de la pandemia con
la finalidad de evitar la @ién del personal de trabajo de campo. Se realizé la extraccion de
ADN de las muestras obte y se cuantificé la cantidad y calidad del mismo empleando un

Nanodrop® (Thermo Fisher Sc ‘f) USA, Massachusetts).

Se procedid a la realizaciéon d&;‘PCRs empleando primero el cebador para identificar

el género Phagocitophylla. Sin embargo,@guna de las muestras amplificoé (Figura 2).

7/

Figura 2.- Resultados de las PCRs realizadas para la identificacion de A. mar?@ en muestras
de sangre de perros de la Subregién Centro, del estado de Tabasco. M: Marca@ olecular.
1-14: Muestras. Cl: Control interno de Babesia bigemina. %

.
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No_.obstante, se decidid realizar también el empleo del cebador especifico para
Anaplasma phagocytophilum. Sin embargo, ninguna de las muestras obtenidas amplifico, por
lo que la prevalencia de A. phagocytophillum fue de 0%. Debido a la usencia de la infeccidén en
la poblacion estudiada no fue factible realizar las demas determinaciones establecidas en el

presente estudio.
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VI.- Discusion.

En la practica de la clinica de pequefias especies es comun encontrar casos de A.
phagocytophilum diagnosticados mediante kits serolégicos, especialmente el SNAP 4dx
(IDEXX® Laboratories,dnc., Westbrook, ME); los estudios han reportado que en la zona sureste
del pais (Tabasco, Campethe, Yucatan y Quintana Roo) se presenta una seroprevalencia de
11% de Anaplasma spp (Movilla et al., 2016; Liu et al.,, 2018). Sin embargo, estudios
moleculares han demostrado la ausencia de esta infeccién en perros de Tamaulipas (Merino-
Charrez et al., 2021), similar a lo encontrado en el presente estudio. Asi también, un estudio
reciente llevado a cabo en Yucatan reportd que perros y garrapatas de los géneros Amblyomma
mixtum, Amblyomma parvum, Ixodes affinis,.Rhipicephalus microplus y A. c.f. oblongoguttatum
fueron negativos a E. chaffeensis/.E=ewingii,;/A. phagocytophilum, y R. rickettsii y solo
presentaron positividad a E. canis (Ojeda-Chi et.al?;,2019). Por el contrario, en el estado de
Campeche fue diagnosticada la infeccién mediante PCR en zarigleyas y perros de ese Estado
(Rojero-Vazquez et al., 2017). A pesar de su aparente baja-prevalencia el monitoreo de estas
infecciones cobra relevancia debido a su capacidad zoondtica; ya que en México se ha
detectado 8.38% de seroprevalencia mediante inmunofluorescencia en personas y la evidencia

molecular de infeccion en una persona (Sosa-Gutierrez et al., 2021).

Es probable que la discrepancia entre los estudios moleculares y lossSeroldgicos se deba
a una respuesta inmunoldégica cruzada con otras especies de Anaplasma como.se ha reportado
con A. marginale y A. phagocytophilum (Dreher et al., 2005). Al respecto un estudio‘reporté que
animales infectados experimentalmente con A. phagocytophilum produjeron falsos positivos

para E. platys (ELISA), E. canis (IFA) y E. chaffeensis IFA (Qurollo et al., 2021). Por lo que los
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estudios de“identificaciones moleculares de este patégeno seran de mucha importancia en el
futuro para determinar su presencia en perros o garrapatas vectores en el pais y el estado de

Tabasco.

El hecho de no haber encontrado perros positivos a Anaplasma spp o A. marginale en el
presente estudio no nécesariamente implica que el microorganismo no se encuentre en la
subregion Centro, o el estado de Tabasco. Por lo cual, deberan llevarse a cabo estudios en
otras regiones del estado, incrementar el nUmero de animales muestreados o probablemente
estudiar perros sin duefio o en situacion de calle que pudieran estar mas expuestos a la

infeccion.
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VI.- Conclusiones.

No sesencontraron resultados positivos a la infeccion de A. phagocytophilum en las
muestras de sangre.\de perros domésticos colectados en la subregion Centro del estado de
Tabasco. Por tal motive, no fue posible establecer la prevalencia y los factores de riesgo
asociados a la infeccion. En futuros estudios deberan considerarse otras regiones del estado,
incrementar el numero de animales muestreados o probablemente estudiar perros sin duefio o

en situacion de calle que pudieran estar mas expuestos a la infeccion.
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FACTORES EPIDEMIOLOGICOS ASOCIADOS A INFECCIONES
CAUSADAS POR ANAPLASMA PHAGOCYTOPHILUM EN

PERROS DE TABASCO, MEXICO.
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