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1.0.- Introduccion.

Las\bacterias del género Ehrlichia spp. se caracterizan por ser microorganismos
intracelulareés obligados que se transmiten por garrapatas a animales mamiferos (Starkey
et al., 2015). Les perros domésticos que se infestan con garrapatas pueden adquirir la
infeccion y posteriormente desarrollar Ehrlichiosis. La infeccidbn puede pasar de
inadvertida hasta'una,enfermedad grave y mortal, dependiendo de la especie de la cual el
perro haya sido infectade (Rar y Golovljova, 2011).

Las especies de Ehrlichia spp. que han sido reportadas en perros de los Estados
Unidos son E. canis, E. chaffeensis, E. ewingii, Panola Mountain Ehrlichia sp., y E. muris
(Beall et al., 2012; Hegarty et-als 2012; Qurollo et al., 2013). Las infecciones causadas por
E. canis y E. ewingii son consideradas las de mayor patogenicidad en perros. La primera
se caracteriza por causar anorexias0-hiporexia, fiebre, hemorragias (dentro de las cuales
se destaca la epistaxis debido a la.trombocitopenia) y en ocasiones puede causar la
muerte (Rar y Golovljova, 2011)<La segunda se caracteriza por causar ademas de los
signos antes mencionados poliartritis y afececiones en el sistema nervioso central (Starkey
et al., 2015).

Ademas de las afecciones que ogasiona Jatinfeccion por Ehrlichia spp. en perros
domeésticos, es de suma importancia destacar que E” chaffeensis, E. canis y E. ewingii son
capaces de infectar a personas expuestas”a infestaciones por garrapatas infectadas,
causando diversas afecciones que en algunos casos han conducido a la muerte de
personas infectadas (Buller et al., 1999; Martin et al., 1999; Nerman et al., 2015; Perez et
al., 2006).

La distribucion de las infecciones causadas por Ehrlichia spp. en perros es
considerada cosmopolita. En Europa han sido encontradas en perros de Portugal,
Rumania, Rusia, Espafia, Suizay Turquia (Sainz et al., 2015). En el continente Americano,
las infecciones ocasionadas por Ehrlichia spp. en perros han sido reportadas en Estados
Unidos, México, Colombia, Costa Rica, Brasil y Argentina (Bowman et al., 2009; Eiras et
al., 2013; Movilla et al., 2016; Santos et al., 2009; Scorza et al., 2011; VargassHernandez
et al., 2012).

En México, han sido detectados perros domésticos con infecciones por E. canis en

estados como Yucatan (Diaz-Medina et al., 2016), Coahuila (Almazan et al., 2016) y
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Sinaloa (Sosa-Gutiérrez et al., 2016). Ademas, una amplia cantidad de perros que se
presentan en clinicas veterinarias de México, principalmente aquellos con signologia de
padecer €nfermedades transmitidas por vectores han resultado con titulos elevados de
anticuerpos/en-contra de E. canis (Movilla et al., 2016). Sin embargo, de manera particular
en la ciudad deVillahermosa, Tabasco, no existen evidencias cientificas que sustenten la
prevalencia actual de E. canis o0 alguna otra especie de Ehrlichia spp. en perros o
garrapatas y los factores asociados a estas infecciones. Por lo tanto, el objetivo del
presente estudio fue identificar molecularmente la presencia de Ehrlichia spp. en sangre
de perros y garrapatas (Colectadas directamente de perros domésticos, determinar la
prevalencia y algunos factores.asociados a estas infecciones.

1.1.- Justificacion.

Las infecciones causadas por )Ehrlichia spp. en perros domésticos ocasionan
diversas afecciones sistémicas que demeritan su salud y ponen en riesgo su vida. El perro
doméstico es el hospedador de diversas-especies de garrapatas y funciona como vector
mecdanico para transportar a estos artropodos a zonas residenciales en donde la
convivencia directa de los perros con las persehas_puede ocasionar que los artropodos
vectores puedan infestar a personas y transmitirles’esta bacteria zoonética. Asi, los seres
humanos pueden adquirir esta infeccidn poca comun gue pone en riesgo su vida, debido
al escaso conocimiento sobre esta zoonosis y a la falta,de técnicas que permitan un

diagnéstico rapido y eficaz, que conduzca, al establecimiento del tratamiento adecuado.

1.2.- Planteamiento del problema.

Las bacterias del género Ehrlichia spp. afectan la salud y‘eMbienestar de caninos
domésticos y de personas. En la ciudad de Villahermosa, Tabasco_sé ‘desconocen las
especies de este género de bacterias que pudieran estar afectando‘aJdos perros. Asi
también, se desconocen datos como su prevalencia, vectores implicados en su

transmision y los factores asociados a las infecciones en los perros.



2.0.- Objetivo general.

Determinar la prevalencia y los factores asociados a la infeccién de bacterias del

género Ehrlichia spp. en perros con duefio de la subregién Centro, Tabasco, México.

2.1. Objetivos especificos.

v' Determinar la.prevalencia de Ehrlichia spp. en los perros estudiados.

v ldentificar molecularmente las especies de Ehrlichia spp. que infectan la sangre
de perros con duefiede la subregién, Centro, Tabasco.

v Identificar los factores’aseciados a la infeccion de Ehrlichia spp. en perros con

duefio de la de la subregién; Centro, Tabasco.



3.0.- Revision de literatura.

3.1.- Historia.

De acuerdo a la literatura existen dos momentos importantes en el estudio y
descubrimiento de Ehrlichia canis, en Europa fue identificada por primera vez en 1935 en
el Instituto Pasteur de Argelia por Donatien y Lestoquard. Esta primera identificacion
surgié posterior (a, observar infestaciones de garrapatas en perros alojados en sus
instalaciones. Los perras.desarrollaron un proceso febril agudo que cursaba con anemia
similar a lo reportado en la actualidad en perros infectados por Ehrlichia spp (Jiménez-
Avendafo et al., 2017; (Starkey et al., 2015). Asi, los investigadores observaron en
extensiones sanguineas de dichos animales, pequefios microorganismos en el interior de
los monocitos, creyendo en un‘principio que podria tratarse de alguna especie de rickettsia
(Jiménez-Avendafio et al., 2017).

En 1945, la Ehrlichiosis canina fue reconocida y nombrada asi en honor al
bacteriélogo aleman Paul Ehrlich.(Ogden et al., 1998). En 1960 la Ehrlichiosis canina fue
reportada en Singapur y Vietnam;zy en 1963 en el Estado de Oklahoma, EE.UU. en el
cuartel militar de Nueva Jersey y luego en otros.Estados de América del Norte (Zhang et
al., 2008). Recientemente, ha sido confirmado{omo. zoonosis, aunque no hay evidencia
de transmision directa de los perros althombre."En*2008, se reportaron un total de 46
casos de infecciones ocasionadas por Ehtlichia canis“en personas (Zhang et al., 2008).
En la actualidad, Ehrlichia canis tiene una reconocida distribuciéon mundial ya que ha sido
reportada en paises de Africa, Europa, Asia y a lo largo del«€ontinente americano (Santos
et al., 2009; Vargas-Hernandez et al., 2012; Zhang et al., 2008).

3.1.- Género Ehrlichia.
3.1.1 Etiologia.

Ehrlichia canis es el agente etioldgico de la ehrlichiosis monocitica'canina, también
conocida como EMC. Se trata de una enfermedad multisistémica grave y a'veces fatal que
afecta a miembros de la familia Canidae, la cual incluye a los perros, lobos, (Coyotes y
zorros. Actualmente, es considerada predominante en perros domeésticos y es transmitida
por la garrapata marrén del perro Rhipicephalus sanguineus s. |. (Ferrolho et al., 2016). El
agente etiolégico de la Ehrlichiosis canina es la E. canis, especie perteneciente al género



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

Al ser un agente parasitario, se observa que las células hospedadoras son los
monocitos y al afectar~al huésped produce un cuadro patogénico caracterizado por:
sindromes febriles, trombocitopenia, organomegalia uveitis anterior, artritis, meningitis,
falla renal e incluso la muerte (McBride y Walker, 2011). E. canis, al igual que el resto de
las especies de Ehrlichia spp.,»€s una bacteria cocoide pleomorfa Gram negativa de
aproximadamente 0.5um de diametro, que se comporta como un parasito intracelular
obligado que infecta principalmente”leucocitos (monocitos, macréfagos y granulocitos)
formando racimos de organismos_con@cidos como morulas (McBride y Walker, 2011).

3.1.2 Especies de Ehrlichia con e¢apacidadpatogénica.

Las bacterias del género Ehrlichia infectan diferentes células hematopoyéticas,
nombrandose a las enfermedades, segun’las célulasssanguineas infectadas. E. canis y E.
chaffeensis afectan monocitos y linfocitos,mientras gue-E. ewingii tiene especial tropismo
por granulocitos (Dolz et al., 2013).

El tamafio del genoma de las especies de Ehrlichia es relativamente pequefio (0.8
a 2.5Mb). Los progresos en tecnologia molecular han permitido avances en el desarrollo
de analisis genéticos, indicando la verdadera posicion filogenética de la mayoria de
organismos del orden Rickettsiales, de tal manera que E. canis, Ei.chaffeensis, E. ewingii,
E. ruminantium y E. muris han sido ubicadas dentro de un mismo génere, por presentar
una similitud de al menos 97.7% en su secuencia genética del segmeéento 16S de ARNTr
(ribosomal), mientras que A. platys, A. phagocytophilum y Anaplasma bovis,.anteriormente
reconocidos como miembros del género Ehrlichia (E. platys, E. phagocytophita yE. bovis),
pasaron a formar parte del género Anaplasma por presentar similitudes de al men6s 96.1%

en sus secuencias genéticas del gen 16S de ARNr (Dolz et al., 2013).



LLas especies de Ehrlichia que son considerados patogénicas en la actualidad son:
Ehrlichia_.canis, Ehrlichia chaffeensis, Ehrlichia ewingii, Ehrlichia muris y Ehrlichia
ruminantiadm, (Esemu et al., 2011). En humanos y perros se han reportado infecciones
emergentes.con E. chaffeensis, E. ewingii, E. canis y E. muris (Diep et al., 2015; Hegarty
et al., 2012).

3.1.2.1. Ehrlichia canis.

Ehrlichia canis” esuna bacteria intracelular transmitida mediante mecanismo de
parasitario, es el agente causal de la Ehrlichiosis Monocitica Canina (Diaz-Medina et al.,
2016). Otras sinonimias que,se-le otorgan a la Ehrlichiosis canina son fiebre hemorragica
canina, tifus canino, enfermedad.del perro rastreador y pancitopenia tropical canina (Dubie
et al., 2014).

En la actualidad, este patdogéno ha sido reportado como agente infeccioso en
caninos domésticos y salvajes, y en el serhumano en practicamente todo el mundo (Dubie
et al., 2014).

La enfermedad fue descrita ponprimera vez en Argelia en 1935 (Dubie et al., 2014).
En los Estados Unidos de Norte “América fue reportada por primera vez en 1963
(Magnarelli et al., 1990) y desde entonces ha sido-encontrado con una amplia distribucion
en caninos domesticos de estados en Estados unideS.de Norteamérica, Centroamérica y
en otras regiones del sur del continente americano, com-un numero de reportes que al
parecer va en creciente aumento (Beall et al., 2012; Magnatrelli et al., 1990). Aunque, como
se menciona, aparece primariamente en perros, Ehrlichia canis también ha sido
documentada en felinos y humanos, hacia donde es trasmitido principalmente por medio

de la garrapata marrdn del perro denominada Rhipicephalus sanguineus s.I.

3.1.2.2.- Epidemiologia de E. canis.

E. canis como se ha mencionado con anterioridad tiene una distribucion mundial
aunque se atribuye una mayor prevalencia en areas tropicales y subtropicalesy~donde el
vector es abundante (Beall et al., 2012; Bowman et al., 2009). Algunos estudias han
considerado que los perros adultos tienen un mayor riesgo de adquirir la infeccion lo/cual

puede a la vez estar correlacionado con una mayor frecuencia de exposicion a garrapatas



a lo largo de la vida del perro (Huerto-Medina y Damaso-Mata, 2015). Ha sido reportada
una mayor prevalencia en perros de raza Pastor Aleméan, aunque otros estudios no revelan
diferenciaS_entre razas 6 género (Ansari-Mood et al., 2015). Otros factores asociados
positivamente-con la infeccion de E. canis son un mayor nimero de perros por casa, ser
infestado por‘garrapatas mas de una ocasion, permanecer afuera de la casa, pudiendo
manifestar una actitud depresiva y fiebre (Barrantes-Gonzalez et al., 2016). Se ha
reportado que la enfermedad puede desarrollar varias fases: aguda, subclinica y cronica;
asi como también signesclinicos variables y en algunos casos inespecificos, los cuales
dependeran de multiplesfacteres como la ya mencionada respuesta inmune, ademas de

otros factores como la cepa delagente causal (Ansari-Mood et al., 2015).

3.1.2.3.- Especies afectadas porE.canis.

E. canis afecta principalmente\al perro doméstico. Sin embargo, se ha reportado
como un agente capaz de infectar a una“gran variedad de canidos salvajes como: lobos
(Canis lupus), coyotes (Canis’ latrans) y=perros salvajes (Lycaon pictus), zorros grises
(Urocyomi cinereoargemiteus), zorros rojos‘(Vubpes fulsa) y chacales (Canis mesomelas)
(Amyx and Huxsoll, 1973; Price and Karstad, 1980). En el hombre la infeccion por E. canis
fue descubierta por primera vez en 1986/mediante’observacion morfoldgica de moérulas y

estudios serolégicos (Maeda et al., 1987).

3.1.4 .- Vector transmisor de E. canis.

Rhipicephalus sanguineus s.l. conocida cominmente”como la garrapata café o
marron del perro ha sido reportada como el vector con mayor €&ficiencia para transmitir la
infeccion de E. canis (Groves et al.,, 1975). Las garrapatas de.'esta especie pueden
mantener la infeccion de E. canis de manera transestadial (de larva_a’ninfa 6 de ninfa a
garrapata adulta en el mismo individuo). Sin embargo, la infeccion ‘de/garrapatas de
manera transovarica no se lleva a cabo en esta especie de garrapata (Groves et al., 1975).
La transmision de E. canis a perros domésticos ha sido evaluada y se ha eneconttado que
la infeccidén puede llevarse a partir de las primeras ocho horas posteriores a la primera
alimentacion de la garrapata en el perro (Fourie et al., 2013). Otras especies de garrapatas

gue se han encontrado infectadas por E. canis son Dermacentor variabilis y



Haemaphysalis leporis-palustris (Johnson et al., 1998; Sosa-Gutiérrez et al., 2016),

aunque’su capacidad vectorial no ha sido actualmente evaluada.

3.2.- Patogénesis.

La patogenia de la Ehrlichiosis canina consiste en un periodo de incubacion de 8 a
20 dias, seguido, secuencialmente por fases agudas, subclinicas y, en algunos casos,
cronicas. La enfermedad_puede manifestarse por una amplia variedad de signos clinicos,
de los cuales las mas‘cetnunes son depresion, letargo, pérdida de peso, anorexia, pirexia,
linfadenomegalia, esplenomegalia y hemorragias principalmente por epistaxis (Harrus et
al., 1999). Las principales anomalias hematoldgicas incluyen trombocitopenia, anemia y
leucopenia leves durante la etapa aguda, trombocitopenia leve en la etapa subclinica y
pancitopenia en la etapa cronica;grave. Las principales anomalias bioquimicas incluyen
hipoalbuminemia, hiperglobulinemia@ hipergammaglobulinemia (Harrus et al., 1999).

Se considera que la trombocitopenia es la anomalia hematoldgica mas comun y
constante de los perros infectados-naturalio experimentalmente con E. canis (Waner et
al., 1995). La trombocitopenia en \CME se”atribuye a diferentes mecanismos en las
diferentes etapas de la enfermedad."Llos mecanismos que se cree estan involucrados en
la patogénesis de la trombocitopenia en la fase-aguda de la enfermedad incluyen un
aumento del consumo de plaquetas debido a/cambieS.inflamatorios en el endotelio de los
vasos sanguineos, un aumento del secuestro esplénico de'as plaguetas y una destruccion
o lesion inmunolégica que resulta en una disminucion significativa de la vida de las
plaguetas (Smith et al., 1975). Los estudios que utilizan radiois6topos han demostrado que
el tiempo de supervivencia de las plaguetas disminuyé de una‘media de 9 dias a 4 dias,
2 a 4 dias después de la infeccion con E. canis (Waner et al., 1995)«

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

Los cambios en la patogenia a partir de que la infeccion ha alcanzado la infeccién
de las células sanguineas, puede ser modificada dependiendo de la condicion general del
perro, la existencia de-otras patologias concomitantes, la instauracion de un tratamiento
adecuado o bien deseneadenar en multiples complicaciones hematolégicas y en érganos
del animal que ocasionan la)muerte por fallas multisistémicas (Esemu et al., 2011; Harrus
et al., 1999).

3.3.- Diagnoéstico de la infeccion'per Ehrlichia canis.

En el diagndstico definitivo de"CME se pueden utilizar diferentes tipos de pruebas
diagnoésticas como la visualizacion de~moérulas en monocitos mediante citologia, la
deteccién anticuerpos en suero,.-test de”anticuerpos mediante inmunofluorescencia
indirecta, Western blot y reaccion/en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en
inglés) (Dubie et al., 2014).

En la citologia, E. canis se ting"de azul“0scuro a purpura con tinciones tipo
Romanowsky. Las moérulas son bien definidas, redendas a ovales, aparecen como
cuerpos de inclusién basofilicos a eosinofilicos con unaumembrana bien delineada dentro
de las células mononucleares del hospedador (Dubie etsal., 2014). Sin embargo, la
evaluacion mediante frotis proporciona una sensibilidad méaxima de un 66% lo cual, lo
coloca en desventajas al comparase con técnicas serologicas o.meleculares (Dubie et al.,
2014; Vargas-Hernandez et al., 2012).

En perros infectados experimentalmente con E. canisy” Ya prueba de
inmunofluorescencia indirecta ha detectado anticuerpos sericos tan pronto,como siete dias
después de la Infeccion inicial. Aunque algunos perros no se convierten ensseropositivos
hasta 28 dias después de la infeccion. Por tanto, ha sido considerado que sl les signos
clinicos indican Ehrlichiosis canina en un perro seronegativo, la serologia debesrepetirse
en 2-3 semanas. En el pasado, se han considerado titulos de anticuerpos IgG de >,1:80

como perros positivos a la infeccion, pero la mayoria de las investigaciones recientes
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indican”que los titulos <1:80 deben ser considerados como sospechosos Yy la serologia
debe'repetirse en 2-3 semanas, o bien una PCR o Western blot deben ser considerados
(Dubie etals; 2014; Movilla et al., 2016; Santos et al., 2009).

La PCR-es un método que tiene alta sensibilidad y especificidad, para detectar la
infeccion por E.'Canis. Actualmente es una herramienta que permite identificar infecciones
tempranas, lo cual.es imperativo para realizar tratamientos exitosos. Es considerado que
esta técnica es capazde detectar infecciones de E. canis aun después de haberse iniciado
el tratamiento, por lo ‘cudl ha sido empleada para evaluar reinfecciones y la eficacia del
tratamiento instaurado (Dubie et al., 2014; McBride y Walker, 2011; Nasiri et al., 2005;
Vargas-Hernandez et al., 2012).
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4.0.-Materiales y métodos.

4.1.- Areade estudio.

El presente estudio se llevo a cabo en la Subregion Centro del estado de Tabasco,
ubicada a 17799’ latitud Norte y 92° 95’ longitud oeste. En la Subregién Centro se incluye
la ciudad de Villahermosa capital del estado de Tabasco, en el sureste de México. La
temperatura anualpromedio es de 26°C y presenta precipitacion pluvial todo el afio
(INEGI, 2018).

4.2.- Tamafo de muestra'y disefio del muestreo.
Se realiz6 un muestre@“al_azar simple, para recolectar un tamafo de muestra de
n=132 animales por conveniencia, dichas muestras fueron recolectadas de julio -

septiembre de 2019.

4.3.- Determinaciones a realizar en 10S_perros.

4.3.1.- Toma de la muestra de sangre para‘la identificacion de Ehrlichia spp. en
perros.

Las muestras de sangre de los perrds se obtuvieron de la vena cefalica utilizando
aguja Vacutainer® y depositadas en tubos de 4 ml con EDTA. Posteriormente, las
muestras fueron identificadas utilizando ndameros consecutivos y conservadas en
refrigeracion durante su transporte al Laboratorio de Investigacion de Enfermedades
Tropicales y Transmitidas por Vectores de la Universidad Juarez.Autbnoma de Tabasco,
en donde fueron almacenadas a -20°C hasta su procesamiento.

4.3.2.- Extraccion de ADN gendmico para la identificacion de Ehrlichia spp.

Para llevar a cabo la extraccion 100ul de sangre anti-coagulada se resuspendio en
180ul de solucion de lisis de eritrocitos (Tris-HCI 10 mM pH 8,0, Triton X -~100 al 1% vy
sacarosa al 11%), la mezcla se incub6 cinco minutos a temperatural ambiente.
Posteriormente, la mezcla fue centrifugada a 18,000 x g durante cinco minutos-y se
decanto el sobrenadante, este paso fue repetido tres veces para lisar por completo Células

sanguineas y eliminar la hemoglobina.
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Después, 60pul de solucion de lisis de leucocitos (Tris-HCI 10 mM pH 8.0, NaCl 400
mM y-EDTA 2 mM), 10ul de solucién de proteinasa K (proteinasa K 1 mg / ml, SDS al 1%
y EDTA 2’'mM) y 2ul de SDS al 20% fueron afiadidos a la muestra. La mezcla se incubo
65°C por una.hora. Posteriormente, se le adicion6 30ul de acetato de potasio e incubados
en hielo humedo durante 30 minutos. Terminada la incubacion, la mezcla fue centrifugada
a 18,000 x g durante quince minutos y el sobrenadante se recuperé y se colocado en un
nuevo tubo de serélogia (Eppendorf® de 1.5ml). Posteriormente, se agregaron 200ul de
isopropanol absoluto ydejar precipitar el ADN durante toda la noche.

Al dia siguiente, la'muestra fue centrifugada a 18,000 x g durante 15 minutos y se
descanté el isopropanol sobrenadante. Después se adicionaron 200ul de etanol al 70% y
posteriormente, la muestra fue_eentrifugada a 18,000 x g durante 5 minutos y el etanol
desechado. EI ADN obtenido “s€ .sec6 durante 30 minutos y posteriormente, fue
resuspendido usando 50ul de solucién de TE (10 mM Tris-HCI, EDTA 1 mM, pH 8.0) este
método de extraccion fue estandarizado tomando como base diferentes literaturas
basadas en extraccion de ADN /mediante-la técnica de Salting-out (Ausubel et al., 2002;
Nasiri et al., 2005; Sambrook y Russell, 2001).

4.3.3.- Cebadores y reaccion de PER para=identificar Ehrlichia spp. en ADN
genomico procedente de sangre de pertos.

Para determinar la presencia de bacterias del-género Ehrlichia spp. en ADN
gendmico procedente de la sangre de los perros muestreados se utilizaron un par
cebadores generales para detectar el género Ehrlichia spp. PeSteriormente, se realizdé una
segunda PCR utilizando cebadores especificos para identificarE..canis. El nombre de los
cebadores, su secuencia, el sitio de origen, la masa molecular de.sus productos de PCR
y su reaccion de PCR pueden ser observados en el Cuadro 1. La cantidad total de ADN
de cada muestra extraida fue cuantificada empleando un NanoDropy(ThermoFisher
Scientific, USA) y posteriormente homogenizada a una concentracion de.200ng/ul para

ser usada en la PCR.
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Cuadre’1.- Datos generales de los cebadores y las reacciones de PCR empleados para

realizar'el diagnostico de Ehrlichia spp. en los perros muestreados.

Especie © Gebador Secuencia Origen Producto Reaccion de PCR
Ehrlichia EHR16SD Forward: 16s 345 pb Desnaturalizacion:
spp. 5" GGTACCYACAGAAGAAGTCC3 rRNA P 95°C x 5 min
icl :
EHR16SR~, Reverse: gi%cxogodse
5 TAGCACTCATCGTTTACAGC3 55°C x 30s
72°C x 90s
Extension final:
72°C x 5 min
Ehrlichia. CANIS Forward: 16s Desnaturalizacién:
canis 5'CAA-TTA-TTT-ATA-GCC-TCT-GGC- RNA 409 pb  95°C x 5 min
TAT-AGG-A.3’ 40 ciclos de:
95°C x 30s
GA1R Reverse: 60°C x30s
5" GAG-TTT-GCC-GGG-ACT-TCT-TCT3 72°C x 90s
Extension final:
72°C x 5 min

Nazari et al. (2013).

4.3.4.- Determinacion de la prevalencia de Ehrlichia spp. en los perros muestreados.

Para determinar la prevalencia desperros inféctados por Ehrlichia spp., se aplicé la

formula general de prevalencia:

p._ -
t_Nt

Donde Ptes la prevalencia estimada en el tiempo justo que se realiz6 el estudio, Ct

es el numero total de casos que resultaron positivos durante ese periodo.y*Nt es el nUmero

total de individuos estudiados durante ese periodo de tiempo (Thrusfield y €hristley, 2018).
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4.3.5,-7Determinacion de factores asociados a la infeccién de Ehrlichia spp. en

perros:

Para‘determinar los factores asociados a las infecciones de Ehrlichia spp. en perros
se realiz6 una.encuesta a los duefios, con el fin de obtener datos relacionados con sus
mascotas (Anexo-1). Los datos fueron capturados inicialmente mediante la hoja de
encuesta y posteriormente digitalizados en una hoja de calculo de Excel para su posterior

andlisis estadistico.

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

Ehrlichia spp. en los perros muestreados.

Los andlisis estadisticos ‘'se‘realizaron utilizando el programa IBM SPSS version
22® (IBM Corporation, Armonk, NY)«<€on las variables consideradas posibles factores
asociados a Ehrlichia spp. en perros, se-realizé un modelo de regresion logistica binomial,
para explicar la presencia o ausencia de perros infectados.

Para seleccionar las variables a‘incluir.en el modelo, inicialmente se realizé analisis
de regresion logistica univariada, para-explorarda posible asociacion entre cada una de
las variables independientes y la preséneia 0 ausencia de infecciones en los perros. Se
consideraron significativas aquellas con valorde P<.0.05.

Una vez seleccionadas las variables independientes.se realizaron diversos ensayos
para elegir el método de entrada al programa estadistico (IBM SPSS version 22) que mas
se adecud. 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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5.0.- Reésultados.

Deltotal de perros muestreados 132 en la Subregion Centro del estado de Tabasco,
se obtuvosuna prevalencia de 11.3% (15/132), identificAandose Ehrlichia canis; la
clasificaciony las variables medidas se describen en el (Cuadro 2) de las cuales se puede
observar que lasfaza, condicién corporal (CC) y la procedencia de zona rural fueron

estadisticamente'asociadas a la infecciéon mediante el analisis univariado.

Cuadro 2. Caracteristicasyde la poblacion y la presencia de Ehrlichia canis en perros de la

Subregion Centro, Tabasco.

Caracteristicas Total Negativos Positivos Valor P
n % n % n %
Raza
Pura 75 56.9 71 94.6 4 54
No pura 57 43.1 46 80.8 11 19.2 *0.019
Funcién
Mascota 118 89 104 88.2 14 118 0.60
Caza y pastoreo 14 11 13 92.9 1 7.1
CcC
<3 37 28 28 75.6 9 24.4 *0.006
>3 95 72 89 93.6 6 6.4
Edad
<2 40 30 33 825 7 17.5 0.15
>2 92 70 84 91.3 8 8.7
Sexo
Machos 75 64 64 85 11 15 0.176
Hembras 57 53 53 93 4 7
Talla
Chica 53 40 49 92 4 8 0.26
Grande 79 60 68 86 11 14
Pelaje
Largo 39 30 35 90 4 10 079
Corto 93 70 82 88 11 12
Color
Claro 67 51 60 90 7 10 0.73
Oscuro 65 49 57 88 8 12
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Alimentacion

Casera 4
Comercial 128
Convivencia
Si 112
No 20
Procedencia
Rural 53
Urbana 79
Lugar de permanencia
Dentro 36
Fuera 96
Garrapatas
Si 98
No 34
Pulgas
Si 21
No 111
Desparasitacion
Si 27
No 105

97

85
15

40
60

27
73

74
26

16
84

20.5
79.5

113

98
19

40
77

36
81

86
31

20
97

22
95

100
88

87.5
95

75
97

100
84

88
91

95
87

81.5
90.5

15

14

13

15

12

14

10

12

125

25

16

12

13

18.5
9.5

0.99

0.34

*0.001

0.99

0.59

0.31

0.19

*Variable P< 0.05.

De las variables evaluadas, para la asociacioh de factores de riesgo, el OR

calculado fue el siguiente (Cuadro 3), donde se puede notarque la raza no pura, la CC

<3, y la procedencia de los perros de las zonas rurales fueron estadisticamente

significativos (P< 0.05 con IC al 95%).
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Cuadre” 3. Factores asociados con Ehrlichia canis en perros de la Subregién Centro,

Tabase0.

Catacteristicas Negativos Positivos OR IC
Raza
Rura 71 4 0.23 0.071-0.78
No pura 46 11 4.24 1.27-14.13
CcC
<3 28 9 4.76 1.56-14.56
>3 89 6 0.21 0.06-0.64
Procedencia
Rural 40 13 12.51 2.69-5818
Urbano 77 2 0.080 0.017-0.37

Los resultados del andlisis multivariado mostraron una asociacion en forma independiente

para las variables, raza no pura, CC(<3, y los perros de zona rural. En los perros de razas

no puras es 4.2 veces mayor la_probabilidad de infeccion con E. canis en comparacion

con los perros de razas puras;da-€C entre Jos <3 y >3, los <3 son 4.7 veces mayor la

probabilidad de infeccion de E. canis; el lugar de procedencia zona rural entre urbana, la

rural tienen 12.51 veces mayor probabiliad de infeccion E. canis en comparacion con los

perros de la zona urbana.
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6.0.- Discusion.

La-prevalencia de Ehrlichia canis en la subregion Centro fue menor (11.3%),
comparada‘con la reportada en otros paises como la India 50% (Lakshmanan et al., 2007);
Estados Unidos,56% (Kordick et al., 1999); y Sudan 87.2% (Inokuma et al., 2006). Sin
embargo, a diferéncia del presente estudio el reporte realizado en la India no clarifica la
procedencia de las muestras colectadas y las caracteristicas de la poblacion canina
muestreada. El reporte realizado en Sudén involucré perros callejeros, lo cual puede incidir
directamente en el porcentaje de infeccion ya que a diferencia en el presente estudio solo
se muestrearon perros domiciliados y no perros callejeros. Por el contrario, Ansari-Mood
et al., (2015), reportaron muy-baja prevalencia de Ehrlichia spp. en 250 perros del Noreste
de Iran empleando la técnicade~ELISA (0.8%). Esta diferencia en los porcentajes de
infeccion también puede dependersdel tipo de prueba utilizada, su sensibilidad y
especificidad. En general, las pruebas’‘moleculares se han destacado por ser altamente
sensibles y especificas para detectar este tipo de patdgenos.

Un estudio realizado en“Perl reporté una seroprevalencia de 51.3% en perros
infestados por la garrapata café del,perro. Rhipicephalus sanguineus. Dentro de los
factores asociados a la infeccién por E! canis, el'estudio reportdé una pobre condicion fisica,
un elevado numero de garrapatas y una mayor prevalencia en perros de edad adulta
(Huerto-Medina y Damaso-Mata, 2015). La-prevalencia reportada en Peru fue mayor a la
encontrada en el presente estudio. Sin embargo, es facil'notar que las poblaciones caninas
estudiadas fueron diferentes, por lo que una comparacion directa no seria razonable.

En Costa Rica se ha reportado una prevalencia de E. canis de 32% (Barrantes-
Gonzalez et al.,, 2016). Sin embargo, se ha discutido anteriormente que las pruebas
serologicas son menos especificas que las pruebas de PCR debido azque detectan los
anticuerpos circulantes que permanecen semanas después de haber adquirido e incluso
eliminado la infeccién. De forma similar ha sucedido una muy baja prevalen€ia cuando se
han empleado técnicas diagnodsticas mas basicas como son la evaluacion de frotis
sanguineos (3.9%) y la evaluacion de la capa leucoplaquetaria (76.9%) ‘mediante
microscopia (Gonzalez- Navarrete et al., 2019).

En un analisis exploratorio de enfermedades Rickttsiales en perros de Ciudad

Juarez Chihuahua, México se reportdé una prevalencia de Ehrlichia spp. de 40%
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(Escareega-Avila et al., 2018). Otro estudio realizado en 100 perros de La Comarca
Lagunera, entre los estados del norte de Coahuila y Durango en México se reportd una
prevaleneia.de E. canis de 10%, la cual es similar a la reportada en el presente estudio
(Almazan et-al., 2016). De igual forma estos autores reportaron a Rhipicephalus
sanguineus s.l.€omo la principal especie de garrapata que infesta a los perros domésticos.

En un estudio realizado en una comunidad de Yucatan, México, se evaluaron 200
perros resultando eh.una prevalencia de E. canis de 69.2% empleando PCR anidada. Este
estudio reportd que el 70% de los perros muestreados estaban infestados de garrapatas.
Ademas, el estudio reportd gue una mayor proporcion de perros afectados pertenecio a
zonas rurales. Otros factores-evaluados como el sexo, la edad, condicion corporal,
trombocitopenia o la presencia.de garrapatas no fueron estadisticamente significativas
(Diaz-Medina et al., 2016). De forma. similar en el presente estudio la procedencia de los
perros también fue un factor que influy6 estadisticamente en la prevalencia de E. canis.
Los perros de zonas rurales fueron significativamente (12 veces mas probable) asociados
con la infeccion.

De las variables estudiadas) en ‘el presente trabajo, tres variables fueron
significativamente asociadas a la infeceion; perros de raza no pura, condicién corporal <3
y pertenecer a una zona rural. Este estudio no-descarta la posibilidad de infecciones
concomitantes o causadas por otros ectoparasitos’ diferentes a garrapatas, parasitos
gastrointestinales u otros factores inherentes al manejoste las mascotas que no fueron
considerados en el presente estudio. El medio rural se eneuentra influenciado por otros
factores como son la falta de servicios veterinarios (comparado con el medio urbano), el
estatus economico de la poblacion en estas zonas muchas veces‘€s limitado, lo cual, no
permite la adquisicion de alimentos de buena calidad para sus.‘mascotas, el uso de
farmacos para controlar las infestaciones de endo y ectoparasitos, y engeneral, se carece

de una educacion enfocada al cuidado de la salud y el bienestar de las‘mascotas.
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7.0.- Conclusion.

La prevalencia de Ehrlichia spp. en perros de la Subregion Centro del estado de
Tabasceymediante PCR convencional fue de 11.3%.

La Unica”especie encontrada mediante el uso de cebadores especificos fue
Ehrlichia canis:

Los factores ‘asoCiados a las infecciones de E. canis en la poblacion canina
evaluada fueron:,ser perros de raza no pura, pertenecer a zonas rurales y tener

una condicion corporal <3.
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