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RESUMEN 

Detección serológica y molecular de Anaplasma platys, Anaplasma 

phagocytophilum y Ehrlichia canis en muestras sanguíneas de perros 

(canis lupus familiaris) en Mexicali, Baja California 

El diagnóstico de los agentes transmitidos por vector en el ámbito clínico 

veterinario tales como Anaplasma platys, Anaplasma phagocytophilum, Ehrlichia 

canis, Dirofilaria immitis y Borrelia burgdorferi, una de las pruebas más utilizadas 

es SNAP ® 4Dx plus ®. Se desconoce la presencia de A. platys y A. 

phagocytophilum y la prevalencia actual de E. canis en la población canina en el 

municipio de Mexicali. El objetivo del presente estudio es realizar una detección 

serológica y molecular de A. platys, A. phagocytophilum y E. canis en muestras 

sanguíneas de perros, así como determinar factores de riesgos asociados en 

Mexicali, Baja California. La duración del estudio fue de 8 meses donde muestras 

sanguíneas de perros provenientes de un laboratorio de diagnóstico veterinario 

de referencia sometidos a prueba serológica rápida de SNAP para 

posteriormente a las mismas muestras someterlas a prueba de qPCR. Se 

realizaron los análisis de Chi cuadrada y la razón de oportunidad (OR). El estudio 

reveló que existe una seroprevalencia Ehrlichia spp. del 50% (48/96), de 

Anaplasma spp fue de 4.1% (4/96). La prevalencia muestral diagnosticada a 

través de qPCR fue de 11.66% (7/60). Los perros mayores de 3 años tienen 

mayores probabilidades de presentar casos positivos a E. canis. 

Palabras clave: Enfermedades Rickettsiales, diagnóstico, serología, 

qPCR.
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ABSTRACT 

Serological and molecular detection of Anaplasma platys, Anaplasma 

phagocytophilum and Ehrlichia canis in blood samples from dogs (canis 

lupus familiaris) in Mexicali, Baja California. 

The diagnosis of vector-borne agents in the veterinary clinical setting such 

as Anaplasma platys, Anaplasma phagocytophilum, Ehrlichia canis, Dirofilaria 

immitis and Borrelia burgdorferi, one of the most widely used tests is SNAP ® 4Dx 

plus ®. The presence of A. platys and A. phagocytophilum and the current 

prevalence of E. canis in the canine population in the municipality of Mexicali are 

unknown. The objective of the present study was to perform a serological and 

molecular detection of A. platys, A. phagocytophilum and E. canis in blood 

samples from dogs, as well as to determine associated risk factors in Mexicali, 

Baja California. The duration of the study was 8 months where blood samples 

from dogs from a reference veterinary diagnostic laboratory were subjected to a 

rapid serological test for SNAP and then to a qPCR test. Chi-square and odds 

ratio (OR) analyses were performed. The study revealed an Ehrlichia spp. 

seroprevalence of 50% (48/96) and Anaplasma spp. seroprevalence of 4.1% 

(4/96). The sample prevalence diagnosed by qPCR was 11.66% (7/60). Dogs 

older than 3 years are more likely to present E. canis positive cases. 

Key words: Rickettsial Diseases, diagnosis, serology, qPCR. 
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INTRODUCCIÓN 

Las enfermedades transmitidas por vector constituyen un problema de 

interés en los últimos años en la práctica clínica veterinaria y salud pública en 

general, debido a que la mayoría de las enfermedades transmitidas por vector 

son de carácter zoonótico. De acuerdo con la Organización Mundial de la Salud 

estas enfermedades constituyen más del 17% del total de las enfermedades 

infecciosas. Son la causa de más de 700,000 defunciones en el mundo cada año 

en personas. Entre los principales vectores destacan las garrapatas como 

parásitos hematófagos artrópodos transmisores de patógenos del orden 

Rickettsiales tales como: Anaplasma phagocytophilum (A. phagocytophilum), 

Anaplasma platys (A. platys), Ehrlichia canis (E. canis) y Ehrlichia chaffeensis (E. 

chaffeensis) a humanos, animales domésticos y silvestres. Las enfermedades 

rickettsiales provocan signología inespecífica como letargia, inapetencia, pérdida 

de peso y fiebre, haciendo complicado su diagnóstico clínico, por lo que es de 

suma importancia realizar una detallada anamnesis y proceder con pruebas de 

diagnóstico confirmatorias (Rodríguez-Vivas et al., 2016; OMS, 2020). 

En diversos estudios nacionales y estatales se ha determinado que en la 

zona Norte del país se encuentran las prevalencias más altas de estas 

enfermedades. De acuerdo con el boletín epidemiológico de México en Baja 

California desde el año 2015 hasta el 2020 se han registrado 173 casos humanos 

por Rickettsia representando un 22.43% del total reportado a nivel nacional (Sosa 

et al., 2013; Movilla et al., 2016; SINAVE, 2020).
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Para el diagnóstico laboratorial de agentes transmitidos por garrapata 

como A. platys, A. phagocytophilum, E. canis, Dirofilaria immitis y Borrelia 

burgdorferi una de las pruebas más utilizadas es SNAP® 4Dx plus®, basada en 

la detección de anticuerpos, debido a su practicidad y capacidad para evaluar 

varios patógenos simultáneamente. Sin embargo, tiene por principal desventaja 

una identificación no específica debido a la reacción cruzada entre las especies: 

A. phagocytophilum, A. platys, E. canis y E. chaffeensis.  Las pruebas de PCR 

(reacción en cadena de la polimerasa) se caracterizan por su alta sensibilidad, 

reproductibilidad y confiabilidad; amplificando secuencias específicas de ADN 

identificando la existencia y cantidad del patógeno, convirtiéndose en el método 

de elección de muchos investigadores en estudios experimentales (O´Connor et 

al., 2006; Eberts et al., 2011; Dolz et al., 2013; Tamay et al., 2013). 

La interpretación de los resultados en pruebas serológicas comerciales 

puede llegar a ser complicada debido a que un animal (perro) positivo, pueda 

realmente no estar cursando la enfermedad, aunado a las reacciones cruzadas 

que se presentan, al desconocimiento sobre la presencia de A. platys y A. 

phagocytophilum y la prevalencia actual de E. canis en la población canina en el 

municipio de Mexicali, pudiendo afectar la capacidad diagnóstica de la misma 

(Sainz et al., 2015). Las pruebas moleculares también presentan desventajas 

tales como: requerimiento de una cantidad mínima de material genético para 

detectar el patógeno y sí el diseño de los oligonucleótidos es o no adecuado, lo 

que podría afectar la detección del patógeno apropiadamente (Sykes y Green, 

2013; Stillman et al., 2014). 
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El objetivo del presente estudio es realizar una detección serológica 

y molecular de Anaplasma platys, Anaplasma phagocytophilum y Ehrlichia 

canis en muestras sanguíneas de perros, así como determinar factores de 

riesgos asociados en Mexicali, Baja California 
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REVISIÓN DE LITERATURA 

Ehrlichiosis canina 

Características generales  

La ehrlichiosis monocítica canina (EMC) causada por el agente etiológico 

Ehrlichia canis, es una bacteria cocoide gramnegativa. Transmitida por 

garrapatas, Rhipicephalus sanguineus su principal vector es conocida también 

como garrapata marrón del perro. Dado que el vector tiene la capacidad de 

parasitar a otras especies, incluida la humana; este al igual que otros agentes 

infecciosos son de importancia en estudios veterinarios y zoonóticos (Dantas-

Torres, 2010; Waner y Harrus, 2013; Pat et al., 2015). 

Epidemiología  

La EMC ha sido reportada en todo el mundo y las frecuencias más altas 

se reportan en las regiones tropicales y subtropicales, transmitidas 

principalmente por Rhipicephalus sanguineus. Recientemente en Egipto se hizo 

la primera caracterización molecular y se determinó una prevalencia del 9.7%, en 

Cuba un 62%, España un 4.26% e India el 16.1% todas ellas en perros 

(Rodríguez et al., 2015; Díaz et al., 2020; Manoj et al., 2020; Montoya et al., 2020; 

Selim et al., 2020). 

En Perú se realizó un estudio donde se determinó una seropositividad del 

23.3% en 90 muestras de suero tomadas en personal de clínicas veterinarias y 

personas en contacto con perros EMC, Hoyos (2013) en el mismo año determinó 

una seropositividad en 2 grupos “A” 20% (20/100) y “B” 14% (14/100) los cuales 



5 

 

estaban integrados por personal relacionado a la práctica veterinaria y 

propietarios de perros respectivamente. Bouza-Mora et al. (2017) analizaron 280 

muestras sanguíneas de un banco de sangre en Costa Rica registrando una 

prevalencia del 3.6% (10/280) de E. canis confirmados por secuenciación. En el 

2014 una mujer de 30 años con ocupación estilista de perros residente del estado 

de Oaxaca menciona haber sufrido en 2 ocasiones mordeduras por garrapatas 

de perros que ella cuidaba y bañaba. (Paulino et al., 2013; Silva et al. 2014).  

En México se han realizado estudios nacionales que han involucrado 

diferentes entidades federativas obteniendo diversos resultados, Movilla et al. 

(2016) obtuvieron una seroprevalencia del 18.69% en sangre de perros 

sospechosos y sanos de 74 centros veterinarios del país; en el mismo año Sosa 

et al. (2016) registraron una prevalencia del 16% en garrapatas recolectadas en 

vegetación, animales domésticos y salvajes además de humanos en este último 

no encontrando ningún caso positivo. Otro estudio realizado en roedores arrojó 

un 9.6% de prevalencia para E. canis de 31 sitios de recreación (incluidos 

parques nacionales y ecoturísticos) del centro y sur del país distribuidas en 11 

entidades federativas de México (Sosa et al., 2014). 

En Yucatán por medio de la técnica de PCR anidada se registró una 

prevalencia de 36% en sangre de perros, 18.5% en garrapatas y sólo 4% con 

detección de mórulas en frotis sanguíneos. Por otra parte, en el estado de México 

al emplear una prueba serológica encontraron una seropositividad del 30%. En 

Coahuila se registró una prevalencia del 4% a través de PCR en sangre de perro, 

sin embargo, el autor menciona que durante el muestreo se registraron 
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temperaturas de hasta -5°C en promedio, lo cual podría afectar significativamente 

el ciclo biológico del vector y por ende la prevalencia del patógeno (Pat-Nah et 

al., 2015; Almazán et al., 2016; Clímaco et al., 2020). 

Sosa et al. (2013) registraron una seroprevalencia en el estado de Sinaloa 

del 74.5% en sangre de perros de centros veterinarios del municipio de Culiacán, 

por otra parte en la frontera con Estados Unidos del estado de Baja California 

Tinoco-Gracia et al. (2007) realizaron un estudio piloto para determinar la 

seroprevalencia de E. canis en la región concluyendo en un 49.3%, sin embargo, 

en el mismo año Haro-Álvarez et al. (2007) estimó una seroprevalencia del 21.6% 

en muestras sanguíneas de perros de clínicas veterinarias en el municipio de 

Mexicali, Baja California. 

Etiología 

Ehrlichia canis es agente etiológico de ehrlichiosis monocítica canina, es 

una bacteria cocoide pleomórfica gramnegativa intracelular obligada, su forma 

infectante se presenta en grupos llamados mórula de forma intracitoplasmática 

en leucocitos mononucleares. Esta bacteria carece de componentes en la 

membrana celular como lipopolisacáridos y peptidoglicanos. Sin embargo, 

presentan una gran cantidad de colesterol proveniente de la célula huésped que 

contribuyen en la supervivencia de la bacteria. 

Patogenia 

En perros, este microorganismo se reproduce solamente en el citoplasma 

de monocitos y linfocitos sanguíneos además de macrófagos tisulares formando 
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micro-colonias dentro de una vacuola intracelular (mórula). En garrapatas la 

infección se localiza en el intestino medio y glándulas salivales (Straube 2010; 

Rodríguez et al., 2015). 

Adhesión, internalización y proliferación intracelular, seguidas de la 

exocitosis y propagación intercelular son etapas en el proceso de invasión del 

patógeno en células blanco del huésped. Se han descrito varias proteínas 

localizadas en la membrana externa del agente como la glicoproteína (gp) 19, 36 

y 140, mismas que se asocian a la adhesión e internalización en las células del 

huésped (Nethery et al., 2007; McBride y Walker, 2011).  

Se han documentado diversos mecanismos de evasión inmune en el 

género de Ehrlichia como la inhibición del tráfico bacteriano hacia los lisosomas 

y formación de fagolisosomas a través de fusión lisosomal, disminución de 

especies reactivas de oxígeno (radicales libres y peróxidos), inhibición de la 

apoptosis en células del huésped, una disminución en la regulación de receptores 

de histocompatibilidad mayor clase II (MCH II) de macrófagos y recombinación 

de genes en proteínas de la membrana externa (McBride y Walker, 2011; Liu et 

al., 2012). 

E. canis es capaz de modular la respuesta inmunitaria innata del huésped; 

puesto que la gp 200 contiene numerosas repeticiones de anquirina, proteína que 

se transloca al núcleo de monocitos infectados y tiene el potencial de facilitar la 

activación intracelular de las vías de señalización del huésped, lo que da lugar a 

un deterioro de las defensas antimicrobianas. También se ha documentado y 

demostrado que la polimerización del citoesqueleto de actina y la presencia de 
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calcio y hierro in vitro está implicada en el proceso de propagación intercelular 

(Nethery et al., 2007; Alves et al., 2014). 

Por otra parte, E. chaffeensis en humanos se caracteriza por no estimular 

la producción de IL-12, IL-15 e IL-18 (Zhang et al. 2004). Estas participan en la 

estimulación de células asesinas naturales y linfocitos T citotóxicos para producir 

interferón gamma (IFN-γ), el cual tiene la función de activar a macrófagos para la 

eliminación de bacterias fagocitadas, mientras que linfocitos T citotóxicos y 

células asesinas naturales eliminan células infectadas con bacterias 

intracelulares, resultando una evasión de la inmunidad innata y adaptativa del 

huésped (Yu y Walker, 2016). 

La evolución del ciclo de vida intracelular de E. canis, ha eliminado genes 

que codifican componentes de la pared celular que estimulan fuertemente a 

receptores de reconocimiento patrones (RRP), incluyendo lipopolisacáridos y 

peptidoglicanos. Debido a la falta de estos componentes en la pared celular, 

organismos de Ehrlichia no son reconocidos por los RRP y no estimulan las 

citoquinas proinflamatorias (Perez et al., 2006; Yu y Walker, 2016). 

Presentación clínica en perros y humanos 

Hallazgos encontrados en estudios patológicos y moleculares han 

indicado que está ampliamente distribuido en los órganos de perros infectados, 

por lo que los clínicos deben ser conscientes que la infección por E. canis puede 

causar una gran variedad de manifestaciones clínicas y deben considerarse a la 

hora de realizar el diagnóstico. La enfermedad suele tener curso asintomático en 
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circunstancias favorables, de igual forma ésta puede cursar una forma aguda o 

crónica. La primera en EMC suele caracterizarse por cuadros de fiebre, apatía, 

debilidad y síntomas respiratorios además de claudicación y alteraciones en la 

hemodinamia de la coagulación (Procajlo et al., 2011; Waner y Harrus, 2013). 

Se han reportado casos asintomáticos y severos de E. canis en humanos 

todos con historial de mordedura de garrapata, caracterizada por presentar 

sintomatología cuando hay inmunosupresión, por ejemplo, después de una 

esplenectomía o en personas con síndrome de inmunodeficiencia adquirida. 

(Silvia et al., 2014). 

Diagnóstico 

La EMC no es fácilmente reconocida clínicamente, dificultando su 

diagnóstico principalmente por la variabilidad en la signología, debe sospecharse 

cuando existen antecedentes compatibles como: vivir o viajar a una región 

endémica, exposición previa a garrapatas, signos clínicos típicos o anomalías 

hematológicas y bioquímicas características (Harrus y Waner, 2011; Rodríguez 

et al., 2015). 

Las manifestaciones clínicas y las técnicas de diagnóstico tradicionales 

para la ehrlichiosis monocítica canina (EMC) no permiten una identificación 

específica de la especie. Estas incluyen el diagnóstico hematológico y la 

observación de mórulas de E. canis en los monocitos en los frotis sanguíneos. 

Sin embargo, se ha demostrado que las pruebas de diagnóstico más sensibles y 

específicas son la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) y la serología, 
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utilizando antígenos específicos. Es importante tener en cuenta que, al interpretar 

los resultados, la relación entre la enfermedad y la respuesta inmunitaria puede 

no ser la más precisa debido a la presencia de anticuerpos de reacción cruzada 

(Allison y Little, 2013; Rodríguez et al., 2015). 

Evaluación de sangre periférica: es un método diagnóstico que consta de 

la tinción de un frotis de sangre periférica, con el fin de buscar mórulas en 

monocitos del huésped mediante microscopía. Sin embargo, el método presenta 

algunas desventajas, como la posibilidad de no encontrar siempre mórulas en 

animales positivos atribuido principalmente a la baja bacteriemia debido a que las 

mórulas se pueden observar únicamente durante la fase aguda de la 

enfermedad, cuando la bacteria se multiplica en micro-colonias dentro del 

citoplasma de las células blanco (Badillo et al., 2017; Bai et al., 2017; 

Derakhshandeh et al., 2017; Ybañez et al., 2018). 

Happi et al. (2018) reportaron que este método diagnóstico posee una baja 

sensibilidad (70%) respecto a otras pruebas diagnósticas, cuando de un total de 

116 perros al evaluar frotis sanguíneos en busca de mórulas y posteriormente 

evaluar las mismas muestras con PCR, en los resultados se identificó que un 

10.3% (12/116) de las muestras fueron positivas mediante evaluación 

microscópica, mientras por PCR, un 36.2% (42/116).  

Serología: La utilización de pruebas serológicas comerciales para el 

diagnóstico de EMC resulta efectiva, Stillman et al. (2014) realizaron un 

experimento de rendimiento de una prueba de ELISA, la cual obtuvo parámetros 

de sensibilidad y especificidad para su diagnóstico de 97.8% y 92.3% 
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respectivamente, este método diagnóstico utiliza antígenos peptídicos de 

proteínas inmunodominantes de la membrana externa p30 y p30-1 de E. canis.  

La inmunofluorescencia indirecta (IFI) para la detección del patógeno en 

cuestión, presenta parámetros de sensibilidad y especificidad que pueden 

superar incluso el 90%, pero presenta la desventaja de reactividad cruzada entre 

los diferentes miembros de la familia Anaplasmataceae impidiendo la especiación 

del agente infeccioso en cuestión (Piantedosi et al., 2017; Zetina et al., 2019). 

Pruebas moleculares: PCR se caracteriza por ser una técnica de alta 

sensibilidad y reproductibilidad, que consiste en la detección de secuencias de 

ácidos nucleicos característicos para confirmación de la presencia de E. canis y 

otros patógenos. Por ello, se ha convertido en el método de elección de muchos 

investigadores para identificación de este y otros patógenos transmitidos por 

picadura de garrapatas (Allison y Little, 2013; Tamay et al., 2013; Shen et al., 

2018). 

Existen diversos genes diana que se han empleado para la detección del 

patógeno como p28, p30, 16S ARNr y enzimas formadoras de puentes de 

disulfuro (dsb), dentro de los más utilizados son amplificadores para el gen 16S 

ARN y gen codificante para la proteína p30, el PCR en tiempo real (q-PCR) a 

diferencia del convencional o punto final permite la cuantificación de la carga 

bacteriana y se ha utilizado en experimentos de perros inoculados y que cursaron 

naturalmente la enfermedad para demostrar la eliminación del patógeno después 

de su tratamiento (Baneth et al., 2009; Harrus y Waner, 2011). 
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Maazi et al. (2014) realizaron un estudio para determinar la 

seroprevalencia de E. canis en la población canina de Irán, recolectaron 240 

muestras sanguíneas de perros analizadas mediante IFA en primera instancia 

para detectar anticuerpos, posteriormente, se realizó una reacción de tipo PCR 

anidada basada en un fragmento del gen 16S rRNA de E. canis en las muestras 

serológicamente positivas dando como resultado que un 16,6% (40/240) de los 

perros presentaban anticuerpos y un 22,5% (9/40) contenían ADN de E. canis, 

confirmado por secuenciación, lo cual demuestra una diferencia de más del 75%  

los cuales fueron atribuidos a previa exposición a la enfermedad por parte de los 

perros sólo seropositivos y probable curso crónico de los animales con niveles 

por debajo de los límites de detección del PCR.  

Díaz et al. (2020) determinaron la prevalencia de enfermedades 

transmitidas por vectores potencialmente zoonóticas de un refugio en Cuba, de 

100 muestras tomadas y analizadas por q-PCR un 62% dieron positivo a E. canis 

mientras que en un 41% fue en coinfección con A. platys. 

Factores de riesgo 

Con relación a la asociación de la ehrlichiosis monocítica canina (EMC), 

se han considerado variables como la edad, el sexo y la raza. Sin embargo, aún 

existen controversias respecto a si estas variables deben ser consideradas 

factores de riesgo. Varios autores coinciden en que no se ha encontrado 

asociación entre la infección por Ehrlichia canis y el sexo, la edad, la condición 

corporal y la presencia de trombocitopenia en perros (Azevedo et al., 2011; 

Guedes, 2015; Pat-Nah et al., 2015; Navarrete et al., 2018)."Sin embargo, otros 
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estudios concluyen que la edad (perros adultos), es el único factor de riesgo dado 

el caso de Ojeda-Chi et al. (2019) registraron una asociación significativa 

(P=0.022; OR: 2.41; IC 95%) en el estado de Yucatán, mientras que en Quintana 

Roo los perros de 1-3 años y mayores a 3 años tienen 7.7 y 15.39 mayores 

probabilidades de ser positivos (Martínez et al., 2016). Los perros adultos 

cuentan con mayores oportunidades de encontrarse expuestos al vector que uno 

joven, puesto que los dueños no suelen sacar a pasear a sus mascotas hasta 

que completan su esquema de vacunación y/o consideran que tienen un menor 

riesgo de enfermarse concluyeron Huerta y Damáso (2015) al realizar su estudio 

y encontrar un valor significativo (P=0.038; OR: 1.92; IC 95%) de asociación con 

la edad de los perros y la presentación de la enfermedad.  

Otra variable asociada es el historial de infestación por garrapatas, 

Guedes et al. (2015) en el norte de Brasil (P=0.0211; OR: 1.72; IC 95%) y 

Martínez et al. (2016) en Yucatán (P=0.023; OR: 3.13; IC 95%) determinaron que 

la presencia de garrapatas o el historial de infestación por las mismas tiene un 

valor significativo que los hace más probables a ser contagiados.  

Condiciones menos asociadas, pero aun así presentes son el tipo de 

vivienda, contacto con otros perros y presas, Azevedo et al. (2011) concluyeron 

que el tipo de vivienda semiconfinado-libre (P=0.023; OR: 6.24; IC 95%), al igual 

que el contacto con otros perros (P=.007; OR: 3.54; IC 95%) son condiciones 

predisponentes a una mayor probabilidad de infección puesto que el perro puede 

tener contacto con perros de la calle (vida libre) que no se someten a ningún tipo 

de tratamiento o medida de control hacia el vector. 
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Anaplasmosis canina 

Características generales 

Las anaplasmosis más comunes en los perros son la granulocítica canina 

y la trombocitopénica cíclica canina, las cuales son causadas por A. 

phagocytophilum y A. platys, respectivamente. Estas enfermedades afectan a 

diversas especies, como perros, humanos, caballos y rumiantes domésticos, 

como ovejas, vacas y cabras. Además, también pueden encontrarse en una 

amplia variedad de especies de animales salvajes, incluyendo zorros, roedores y 

ciervos, que actúan como reservorios. Los principales vectores de estos 

patógenos son las garrapatas de los géneros Ixodes y Rhipicephalus sanguineus, 

respectivamente (Sykes y Foley, 2013). 

Epidemiología 

Ghosh et al (2020) evaluaron mediante PCR anidada el ADN de 

garrapatas removidas de perros y gatos por veterinarios de los 50 estados de 

Estados Unidos de América, de un total de 500 muestras 11 fueron positivas a A. 

phagocytophilum todas ellas identificadas en Ixodes scapularis, concluyeron en 

su estudio que la prevalencia de A. phagocytophilum en garrapatas de género 

Ixodes es del 2.2%. 

En Panamá se realizó un estudio donde recolectaron y analizaron 384 

muestras sanguíneas de perros y por medio de PCR determinaron una 

prevalencia para A. platys del 10.67% (41/384). Por otra parte, en Taiwán 

mediante recolección de 175 muestras sanguíneas de perros y 306 garrapatas 
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que posteriormente fueron analizadas mediante PCR, un 26.9% (47/175) en 

muestras sanguíneas fueron positivas a A. platys y un 23.2% (71/306) en 

garrapatas (Yuasa et al 2017; Pérez-Machi et al 2019). 

Maggi et al. (2013) reportaron que, durante un periodo de dos años una 

mujer de 27 años experimentó sintomatología de migrañas, convulsiones, 

incluido el estado epiléptico, la mujer declaró haber estado en contacto con 

vectores como pulgas, garrapatas y piojos además de haber sido arañada o 

mordida por perros, gatos, reptiles, conejos y roedores puesto que ejercía dentro 

del campo de medicina veterinaria, a partir de muestras sanguíneas se amplificó 

y secuenció el ADN de A. platys. Un año después Arraga et al. (2014) informaron 

de dos casos más de infección por A. platys en Venezuela que se identificaron 

inicialmente mediante la visualización de cuerpos de inclusión intraplaquetarios 

en 2 mujeres una de 29 años y otra de 50 ambas con antecedentes de exposición 

peri-doméstica a garrapatas. 

Sosa et al. (2016) registraron una prevalencia del 21.1% de A. 

phagocytophilum en garrapatas recolectadas en vegetación, animales 

domésticos, salvajes y humanos en México. Otro estudio realizado a nivel 

nacional 1,706 muestras sanguíneas de perros fueron analizadas, el porcentaje 

de infección por Anaplasma spp. fue del 16.4% localizándolas en la región 

noroeste del país (Movilla et al. 2016). 

En México, la prevalencia estimada de A. phagocytophilum por Aguilar et 

al. (2020) en el estado de Querétaro al evaluar 92 muestras de suero a partir de 

sangre de ratones (Rattus rattus y Peromyscus mexicanus) fue del 100%, sin 
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embargo, al realizar un análisis mediante PCR la prevalencia determinada fue del 

36.95% (34/92). Por otro lado, en el estado de México, Clímaco et al (2019) 

calcularon una seroprevalencia en sangre de perros del 9% (9/100) de A. 

phagocytophilum. En el caso de Campeche al analizar mediante PCR 44 

muestras sanguíneas de perros se determinó una prevalencia del 27% (Rojero et 

al. 2017). 

En el estado de Coahuila Almazán et al. (2016) registraron una prevalencia 

del 4% (4/100) de A. phagocytophilum a través de la prueba molecular PCR en 

sangre de perros, sin embargo, el autor menciona que durante el muestreo se 

registraron temperaturas de hasta -5°C en promedio, lo cual podría afectar 

significativamente el ciclo biológico del vector y por ende la prevalencia del 

patógeno. Así mismo, Escárcega et al. (2018) determinaron una prevalencia del 

27% al analizar 30 muestras sanguíneas de perros en Chihuahua mediante PCR 

y un 13% en garrapatas las cuales fueron colectadas 5 por cada individuo; 

mientras que en la ciudad de Mexicali un niño de 33 meses le fue identificado por 

medio de aspiración de médula ósea inclusiones intracitoplasmáticas en 

granulocitos, posterior a ello confirmado A. phagocytophilum a través de PCR 

(Soria et al. 2019). 

Etiología 

Anaplasma platys y Anaplasma phagocytophilum son bacterias gram-

negativas, transmitidas por vectores, intracelulares obligados causantes de 

Anaplasmosis canina. A. phagocytophilum infecta a los eosinófilos y neutrófilos 
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formando mórulas en el citoplasma de estos, mientras que A. platys dentro de 

plaquetas. 

Patogenia  

A. phagocytophilum infecta a neutrófilos y líneas celulares mieloides, 

endoteliales en el huésped y garrapatas mientras que A. platys tiene tropismo por 

plaquetas residiendo ambas dentro de una vacuola derivada de la célula 

infectada, la cual es indispensable para su supervivencia. Durante la mordedura 

de la garrapata se induce la liberación de IL-8, esta quimiocina recluta neutrófilos 

al lugar de infección, que pueden ser posteriormente objetivos de la invasión y 

propagación microbiana. Al invadir la célula huésped, disminuye la migración de 

neutrófilos lo que, a su vez, inhibe la señalización de inflamación y facilita el 

establecimiento de la infección por el patógeno dentro de un huésped mamífero 

(Huang et al., 2010a; Lamason y Welch, 2017). 

Durante la replicación intracelular, A. phagocytophilum interactúa con 

muchos componentes de la célula huésped, incluido el citoesqueleto de actina, 

modulándolo y reduciendo los haces de actina e inhibiendo la polimerización de 

esta, para así dar entrada al patógeno. Una vez formada la vacuola, se expresan 

proteínas derivadas de la célula huésped, dando lugar a estructuras únicas que 

son óptimas para la supervivencia del patógeno, una de ellas es APH_1387 

también llamada P100 la cual es una proteína que se asocia con la membrana 

vacuolar ocupada por A. phagocytophilum, asociada en el secuestro de las vías 

de señalización del huésped, adhesión y evasión inmunitaria para la 

supervivencia intracelular (Huang et al., 2010b; Tang et al., 2020). 
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La vacuola donde se encuentran no está totalmente aislada de la célula 

huésped, ya que recluta moléculas asociadas con el tráfico de membranas para 

camuflaje y conseguir la nutrición necesaria para la supervivencia del patógeno. 

A. phagocytophilum no produce colesterol, en su lugar, el colesterol del huésped 

mamífero es tomado por el patógeno para promover la estabilidad de la 

membrana, el crecimiento y supervivencia. Un estudio demostró la implicación de 

la vía Niemann-Pick tipo C1 (NPC1) en la captura de colesterol y generación de 

membranas, donde NPC1 es una proteína transmembrana endosomal que 

participa en el transporte celular de colesterol por lo que es necesaria para la 

biogénesis de la membrana de inclusión bacteriana y supervivencia intracelular 

(Rikihisa, 2011; Xiong y Rikihisa, 2012). 

Éstos patógenos subvierten la apoptosis de neutrófilos y la autofagia, 

regulando la expresión de genes antiapoptóticos, también inhibe respuestas 

oxidativas e inflamatorias para promover su persistencia ya que las inclusiones 

muestran una serie de marcadores de autofagosomas y no maduran en 

autolisosomas. La proteína AnkA se transloca al núcleo de la célula huésped, 

interactúa con regiones reguladoras de genes de la cromatina del huésped y está 

implicada en la regulación a la baja en la expresión de especies reactivas de 

oxígeno (Garcia-Garcia et al., 2009; Rikihisa, 2010; Severo et al., 2012). 

Diagnóstico 

La anaplasmosis canina no es una enfermedad fácil de diagnosticar, 

debido a que su presentación clínica puede variar por diversas razones, tales 
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como el huésped afectado y factores como su estado inmunitario y posibles 

coinfecciones (Silaghi et al., 2017). 

Evaluación de sangre periférica: el método más simple, económico y 

rápido es el examen de frotis sanguíneo el cual es altamente recomendado tras 

haber hallado alguna alteración hematológica y contar con el historial de 

mordedura por garrapata. La evaluación de frotis sanguíneo tiene una baja 

sensibilidad debido a que el estadio de mórula en A. platys sólo puede detectarse 

en la fase inicial de la infección (7-14 días) (Faizal et al., 2019). 

En cuanto a A. phagocytophilum morfológicamente sus mórulas son 

indistinguibles de las inclusiones formadas por E. ewingii, también pueden 

confundirse con artefactos de tinción; Por tanto, es necesario emplear otras 

técnicas de diagnóstico para su confirmación, más aún si el paciente no tiene 

manifestaciones clínicas típicas de la enfermedad y anormalidades de laboratorio 

asociadas a anaplasmosis (Sykes y Green, 2013). 

Serología: se suelen utilizar pruebas serológicas como 

inmunofluorescencia indirecta (IFI), prueba de diagnóstico para la detección de 

anticuerpos relativamente específica y así identificar perros expuestos a los 

agentes A. phagocytophilum y A. platys, sin embargo, su principal desventaja es 

la presencia de reacción cruzada entre miembros del mismo género (Sykes y 

Green, 2013). 

ELISA es otra puebla serológica utilizada, siendo las más empleada 

debido su practicidad, a partir de muestras de suero, plasma y/o sangre entera 
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con anticoagulante; capaz de evaluar varios patógenos transmitidos por vectores 

y brinda un rápido resultado. La principal desventaja es la interpretación que el 

médico haga a partir de los resultados, puesto que la seropositividad en casos 

de Anaplasma spp. no permite especificar la especie del agente debido a la 

existencia de reacción cruzada entre A. phagocytophilum y A. platys. Otra 

desventaja es que su seropositividad o seronegatividad no significa 

necesariamente la presencia o ausencia del agente, sino la previa exposición y 

persistencia o cantidad insuficiente de anticuerpos detectables en sangre 

respectivamente, lo anterior observado principalmente en la fase aguda de la 

infección, en cuanto a su sensibilidad y especificidad para A. phagocytophilum 

92.0% y 98.0% respectivamente, en el caso de A. platys 89.4% y 96.0% sus 

valores para sensibilidad y especificidad respectivamente (Eberts et al., 2011; 

Sainz et al., 2015). 

Pruebas moleculares: el método de PCR hace posible la detección de 

infecciones activas de anaplasmosis porque este puede amplificar directamente 

la presencia de A. platys o A. phagocytophilum basándose en los genes diana 

16S rRNA, groEL o msp2 y no anticuerpos. Es una herramienta de diagnóstico 

más sensible que la búsqueda de mórulas circulantes y proporciona una 

confirmación fiable de la especie a diferencia de las pruebas diagnósticas 

anteriormente mencionadas (Sykes y Green, 2013). 

Otra ventaja de técnicas de diagnóstico basadas en ADN es la detección 

temprana de la infección, puesto que en el caso de perros infectados por A. 

phagocytophilum se obtienen resultados positivos a PCR de 6 a 8 días antes de 
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la primera aparición de mórulas en sangre periférica. Un estudio experimental 

demostró la presencia de ADN de A. phagocytophilum y A. platys a los 2 y 3 días 

post infección, respectivamente; por otro lado, es limitada cuando las infecciones 

se tornan crónicas y la bacteriemia suele ser baja (Sykes y Green, 2013; Moroff 

et al., 2014). 

Factores de riesgo 

Un estudio realizado en Paraguay demostró que una mayor cantidad de 

perros en el mismo hogar fue asociada significativamente (P= 0.036; OR: 2.03; 

IC95%) de contraer una infección por A. platys, al igual que no tratar a sus perros 

con ectoparasiticida (P= 0.043; OR: 2.02; IC 95%) (Pérez-Machi et al. 2019). 

Uno de los factores de riesgo más reportado es la infestación por 

garrapatas, Acosta et al. (2020) determinaron una asociación significativa al 

evaluar en 3 grupos el grado de infestación donde el primero poseía de 1-10 

garrapatas (P=0.002; OR: 1.67; IC 90%), el segundo 11-29 (P<.001; OR: 2.48; IC 

90%) y el tercero mayor a 30 ectoparásitos (P<.001; OR: 2.71; IC 90%), lo que 

constata que a mayor grado de infestación mayor probabilidad de infección. Por 

su parte Costa et al. (2013) determinaron que la infestación por garrapatas (P= 

0.00; OR: 3.74; IC 95%) además de ser un factor de riesgo a la presencia de 

enfermedad, si la especie de garrapata es R. sanguineus se tiene más 

probabilidades de transmitir el patógeno que otra (P= 0.00; OR: 4.38; IC 95%). 

Florez-Muñoz et al. (2020) concordaron en la asociación de la variable 

infestación por garrapatas (P<0.05; OR: 1.41; IC 95%), además reportaron la raza 
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en perros como factor de riesgo donde los mestizos tienen más probabilidades 

de contraer el patógeno (P<0.05; OR: 1.49; IC 95%), y el sexo (P<0.05; OR: 2.41; 

IC 95%), donde las hembras son más propensas a infectarse por Anaplasma 

spp., la edad no fue una variable significativamente asociada, sin embargo, un 

estudio realizado en Brasil demostró en 2 grupos de edad una asociación 

significativa con la variable, perros de 1-8 años (P<0.001; OR: 3.40; IC 90%), 

perros mayores a 8 años (P<0.001; OR: 4.17; IC 90%), siendo este último grupo 

el de mayor riesgo a la presencia de la enfermedad (Acosta et al. 2020). 

Prevención y control de Ehrlichia y Anaplasma 

Las garrapatas representan una amenaza constante tanto para mascotas 

como para seres humanos, ya que son portadoras de patógenos. Sin embargo, 

existen estrategias eficaces para combatirlas. El principal objetivo del control es 

evitar que las garrapatas se adhieran y se alimenten de sangre (Halos et al., 

2012; Starkey y Little, 2012; Fourie et al., 2013a). 

La utilización de acaricidas en mascotas, antes de la exposición a las 

garrapatas es el primer nivel para la prevención, éstos acaricidas pueden poseer 

diferentes presentaciones como fórmulas tópicas o collares de liberación lenta 

del ingrediente activo (Starkey y Little, 2012). 

Stannek y Fourie (2013) evaluaron la eficacia del collar impregnado de una 

combinación de Imidacloprid 10% y Flumetrina 4.5% de liberación paulatina, en 

cuanto a los resultados obtuvieron una oscilación de eficacia entre el 90% y el 

100%, concluyeron que el collar no sólo era eficaz, sino que también que la 
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acción acaricida era lo suficientemente rápida para evitar que la garrapata 

transmita el patógeno, todo esto en un tiempo de 8 meses como lo marca la 

etiqueta. 

Fourie et al. (2013b) estudiaron la capacidad de una combinación tópica 

de Imidacloprid y Permetrina para prevenir la transmisión de E. canis en 6 perros 

expuestos a R. sanguineus. La eficacia del tratamiento acaricida osciló entre el 

96.1% y el 98.9% a partir de las 48 h de la aplicación y duró hasta 4 semanas, 

ninguno de los seis perros tratados se infectó. 

Al salir al aire libre, debe considerarse el entorno al cual estará expuesto, 

debido a que puede haber garrapatas, es recomendable utilizar como medida 

preventiva repelentes (permetrina .5%) en prendas de ropa y equipos, evitar 

contacto con garrapatas al transitar por caminos establecidos y no por vegetación 

tupida o áreas boscosas, después de haber estado al área libre es de suma 

importancia revisar ropa en busca de garrapatas, ducharse inmediatamente y 

revisar cuerpo principalmente axilas, al rededor y dentro de las orejas (CDC, 

2020). 

Modificar el entorno del hogar puede jugar un papel importante en el 

control de garrapatas, siendo así menos propicio para la supervivencia de estas. 

También es recomendable recurrir a operadores de control de plagas 

(certificados) con el fin de que apliquen pulverizadores ambientales y así 

contribuir al control de garrapatas (Starkey y Little, 2012).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Las enfermedades transmitidas por vector son consideradas un problema 

de salud pública, los esfuerzos realizados por la OMS como los descritos en el 

documento “Respuesta mundial para el control de vectores”, no han sido 

suficientes y este tipo de enfermedades han logrado prevalecer; siendo la causa 

de más de 700,000 defunciones de personas en el mundo cada año (OMS, 2017). 

Entre los principales vectores destacan las garrapatas como parásitos 

hematófagos artrópodos transmisores de patógenos tal como R. sanguineus 

también conocida como garrapata café del perro, quien posee la capacidad de 

parasitar humanos, así como animales domésticos y silvestres, lo que constituye 

su carácter zoonótico. (Dantas-Torres, 2010). 

R. sanguineus es el principal vector transmisor de enfermedades 

Rickettsiales, tanto en perros como en humanos. La presencia de este vector 

puede dar lugar a síntomas como fiebre, mialgias, confusión mental, vómitos y 

anorexia en los seres humanos, así como en los perros. Además, las 

complicaciones asociadas pueden afectar diversos órganos, incluyendo el 

sistema renal, el corazón, los pulmones y el sistema gastrointestinal, e incluso 

puede llevar a la muerte (Azevedo et al., 2016; Rodríguez-Vivas et al., 2016). 

El riesgo de contagio en perros domésticos y seres humanos aumenta 

cuando hay presencia de perros callejeros portadores del vector. Estos perros, al 

moverse en diferentes entornos geográficos, actúan como centinelas. Por lo 

tanto, es importante realizar un diagnóstico relevante en las mascotas que 
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puedan presentar alguno de los síntomas o elementos causales mencionados 

anteriormente. Esto permitirá una detección temprana y un manejo adecuado de 

las enfermedades transmitidas por garrapatas (Azevedo et al., 2016; Rodríguez-

Vivas et al., 2016). 

Acorde al Boletín Epidemiológico Mexicano, el estado de Baja California 

desde 2015 hasta 2020 ha registrado un total de 173 casos en humanos de origen 

Rickettsial representando un 22.43% del total reportado a nivel nacional, del cual 

se excluye la fiebre manchada de las rocas (SINAVE, 2020). 

En el caso de México, se estima que alrededor del 60% del territorio 

nacional, que incluye centros agrícolas, industriales, ganaderos, pesqueros y 

turísticos, presenta condiciones ambientales propicias para la transmisión de 

enfermedades Rickettsiales. Estudios nacionales y estatales han demostrado 

que las regiones del norte del país presentan las prevalencias más altas de estas 

enfermedades, llegando a alcanzar hasta un 74.5% (Sosa et al., 2013; Movilla et 

al., 2016; CENAPRECE, 2017). 

La principal prueba diagnóstica serológica para la detección de 

anticuerpos de E. canis, A. platys y A. phagocytophilum empleada en la práctica 

clínica veterinaria ofrece una capacidad diagnóstica entre 89.4% a 97.8% y 92% 

a 96% con respecto a la sensibilidad y especificidad respectivamente para de E. 

canis, A. platys y A. phagocytophilum (Gaunt et al., 2011). Sin embargo, la 

interpretación de los resultados puede llegar a ser complicada debido a que un 

animal positivo, pueda realmente no estar cursando la enfermedad, aunado a las 

reacciones cruzadas que presenta entre especies y a que se desconoce la 
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prevalencia actual de los patógenos en el estado de Baja California, México, 

afectando la capacidad diagnóstica de la misma (Sainz et al., 2015).  

Por su parte las pruebas moleculares como PCR detectan directamente al 

patógeno y alcanzan valores de sensibilidad y especificidad de alrededor de 96% 

y 99% respectivamente (Stillman, 2014), determinando la presencia del patógeno 

en el organismo, así como la posibilidad de cuantificarlo para el caso del RT-

PCR, sin embargo, también presenta desventajas tales como: requerir una 

cantidad mínima de material genético para detectar al patógeno, un posible 

diseño incorrecto de oligonucleótidos conduciendo a resultados erróneos en la 

lectura (Sykes y Green, 2013). 

Con fundamento en lo anteriormente descrito, se propone realizar un 

estudio para detectar serológicamente la presencia e identificar los factores de 

riesgo asociados a enfermedades rickettssiales Anaplasma platys, Anaplasma 

phagocytophilum y Ehrlichia canis, así como la confirmación a través de PCR 

para la generación de información epidemiológica sobre las principales variables 

descriptivas en perros (Canis lupus familiaris) de Mexicali, Baja California. 

Esta investigación beneficiaría al sector clínico, permitiendo establecer 

pautas de decisión sobre la efectividad de pruebas serológicas y moleculares, 

con lo cual poder definir si son las herramientas diagnósticas más útiles para el 

esclarecimiento del panorama epidemiológico en la región.
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JUSTIFICACIÓN 

La población canina en situación de calle en Mexicali no está determinada, 

los esfuerzos en el Centro de Control Animal no han sido suficientes para 

erradicar esta situación y la presencia de vectores en el medio ambiente 

constituyen factores que en conjunto permiten que enfermedades Rickettssiales 

estén presentes en la población canina y constituyan un riesgo potencial de 

presentarse en la población humana.  

En los últimos 14 años no se han publicado investigaciones con relación 

al establecimiento de prevalencia sobre enfermedades Rickettssiales, ello 

conduce a que se requiere de una actualización sobre la situación epidemiológica 

de estas enfermedades, aunado a la falta en la evaluación sobre la capacidad 

diagnóstica de las pruebas serológicas comerciales y moleculares en la región, 

además de establecer un diagnóstico específico de las enfermedades 

rickettsiales (Tinoco et al., 2007; Haro-Álvarez et al., 2007). 

Los resultados del presente estudio serán de utilidad para el gremio 

veterinario, quienes podrán optar por pruebas diagnósticas que ofrezcan 

resultados confiables acorde a la situación epidemiológica de nuestra región, así 

como conocer los principales agentes rickettsiales presentes. Así mismo, aportar 

información que contribuya en proponer nuevas políticas en materia de salud 

pública para el diagnóstico.
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OBJETIVOS 

Objetivo general 

Determinar la presencia y factores de riesgo asociados a la infección con 

Anaplasma platys, Anaplasma phagocytophilum y Ehrlichia canis en muestras 

sanguíneas de perros obtenidas de un laboratorio de referencia de Mexicali, Baja 

California. 

Objetivos específicos 

Determinar la presencia de anticuerpos de Anaplasma platys, Anaplasma 

phagocytophilum y Ehrlichia canis en muestras sanguíneas de perros mediante 

pruebas de diagnóstico serológico comercial. 

Determinar la presencia de ADN de Anaplasma platys, Anaplasma 

phagocytophilum y Ehrlichia canis en muestras sanguíneas de perros mediante 

la reacción en cadena de la polimerasa. 

Identificar los factores de riesgo asociados a la presencia de Anaplasma 

platys, Anaplasma phagocytophilum y Ehrlichia canis en muestras sanguíneas de 

perros de Mexicali, Baja California.
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Área de estudio 

El estudio se realizó en el municipio de Mexicali, Baja California. 

Duración del estudio 

Fue desarrollado en el periodo comprendido de enero 2022 a agosto 2022. 

Criterios de inclusión, exclusión y eliminación 

Se incluyó en el estudio todo aquel perro remitido a prueba serológica 

rápida (SNAP 4Dx plus) sin importar si el resultado fuese positivo o negativo. 

Tamaño de muestra 

Se utilizará la técnica de muestreo por conveniencia que cumpla criterios 

de inclusión fue incluida en el estudio. 

Variables 

La edad será expresada en meses, en un rango de menor a 12 meses, 12 

meses a 36 meses y mayor a 36 meses. El sexo como hembra o macho. La raza 

englobará todas las registradas en el American Kennel Club, en caso de que el 

canino no posea características determinantes a una sola raza será catalogado 

como mestizo. 

La presencia o ausencia de bacterias o anticuerpos en las pruebas 

moleculares y serológicas respectivamente se interpretarán como positivos o 
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negativos. El género y especie serán identificados de acuerdo con la positividad 

a los oligonucleótidos específicos utilizados en la prueba de PCR-TR. 

La presencia de ectoparásitos se determinará de acuerdo con la 

información emitida por los propietarios en el cuestionario y la revisión corporal 

en el perro llevada a cabo por el Médico Veterinario, se catalogará como presente 

o ausente. 

Cuadro 1. Variables de evaluación. 

Variable Definición Tipo Escala Unidad 

medición 

Edad Tiempo de vida 

transcurrido del 

canino, estimado 

mediante la 

dentadura 

Cuantitativa 

Independiente 

Continua 

Dicotómica 

Menor a 

12 meses, 

12 a36 

meses y 

mayor a 

12 meses 

Meses 

Sexo Presencia de 

genitales masculinos 

o femeninos 

Cualitativa 

Independiente 

Categórica 

Dicotómica 

Hembra-

Macho 

N/A 

Raza Grupo de perros con 

características 

similares en su 

aspecto.  

Cualitativa 

Independiente 

Categórica 

Politómica 

 

Razas 

registrada

s en el 

American 

N/A 
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Metodología 

Se obtuvieron muestras sanguíneas de perros, provenientes del 

laboratorio de diagnóstico veterinario “HEMA” que brinda atención a centros de 

Kennel 

Club 

Género y 

especie 

de bacterias 

Positividad a 

oligonucleótidos 

específicos en PCR-

TR  

Cualitativa 

Dependiente 

Categórica 

Politómica 

 

Anaplasm

a platys 

Anaplasm

a 

phagocyto

philum  

Ehrlichia 

canis 

Positivo 

Negativo 

Presencia 

ectoparásitos 

Presencia o 

ausencia de 

ectoparásitos 

observables al 

examen físico.  

Cualitativa 

Independiente 

Categórica 

Dicotómica 

Presente- 

Ausente 

N/A 

Presencia 

anticuerpos 

Positividad o 

negatividad a la 

prueba serológica 

comercial 

Cualitativa 

Dependiente 

Categórica 

Dicotómica 

Presentes 

Ausentes 

Positivo 

Negativo 
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atención veterinaria (hospitales, clínicas y consultorios) de Mexicali, Baja 

California. 

Fue obtenida la información referente al sexo, edad, raza, acceso a la 

calle, ectoparásitos y contacto con otros perros por medio del cuestionario 

epidemiológico. Fue colectada 6ml de sangre utilizando jeringa con aguja de 

calibre 21 mediante la técnica venopunción en vena cefálica, 3ml fueron 

colocados en tubo evacuado con EDTA como anticoagulante y 3ml en un tubo 

sin anticoagulante. 

La muestra fue enviada al laboratorio “HEMA” y se llevó a cabo el análisis 

serológico comercial SNAP 4Dx Plus de marca IDEXX según las indicaciones del 

fabricante. 

Las muestras con anticoagulante fueron trasladadas mediante una hielera 

refrigerada al Laboratorio de Biología Molecular del Instituto de Investigaciones 

en Ciencias Veterinarias de la Universidad Autónoma de Baja California y fueron 

almacenadas en refrigeración a 4°C por un periodo de 18 a 24 horas para permitir 

la sedimentación de los componentes sanguíneos y la formación de la capa 

leucoplaquetaria de forma natural. El plasma fue aspirado empleando una pipeta 

de 1000 microlitros (µl) y depositado en tubos cónicos estériles de 1.5 ml de 

capacidad, entre 200-300 µl de capa leucoplaquetaria fue colectada aspirando la 

capa celular ubicada sobre la columna de eritrocitos. Fue depositado en tubos 

cónicos estériles de 1.5 ml de capacidad y las muestras de plasma y capa 

leucoplaquetaria fueron almacenadas en congelación a -20 °C hasta el momento 

de su procesamiento. 
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Extracción de ADN 

La extracción de ADN de las muestras de capa leucoplaquetaria se realizó 

con el kit DNeasy® Blood & Tissue Kit de Qiagen, número de catálogo 69506. 

Para la extracción de ADN se siguió el protocolo para aislamiento de ADN 

genómico a partir de muestras de sangre completa. El ADN extraído de las 

muestras de capa leucoplaquetaria fue reconstituido en un volumen final de 50 µl 

empleando la solución de rehidratación. El ADN extraído fue almacenado en 

congelación a -20°C hasta el momento de ejecutar las pruebas de PCR en tiempo 

real. 

Oligonucleótidos 

Para el diseño de los oligonucleótidos se utilizaron los programas 

GenneRunner versión 6.1, disponible en http://www.generunner.net/ y el 

programa OligoCalc versión 3.2, disponible en: 

http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html. A partir de estos 

programas se diseñaron, evaluaron y seleccionaron los juegos de 

oligonucleótidos que cumplen con las características físicas y químicas de 

longitud de 20-24 nucleótidos con un contenido de GC entre 35 y 60%, 

manteniendo una temperatura de fusión entre 45-65 º C, evitando repeticiones 

>3 nucleótidos G o C continuos, y verificando que las secuencias positiva y 

negativa no produzcan complementariedad y evitar la formación de dímeros u 

otro tipo de estructuras secundarias aberrantes (cuadro 2). 

Se utilizó la plataforma PCR en tiempo real para la amplificación del ADN 

correspondiente a la secuencia de los genes msp4 para Anaplasma 

http://www.generunner.net/
http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html
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phagocytophilum, 16 ribosomal de una región homologa para Ehrlichia 

chaffeensis y Ehrlichia canis, disponibles en las bases de datos bajo los códigos 

MSP4: MW531454.1, 16 ribosomal E. canis: NR_118741 y E.chaffeensis: 

MZ433240.1. 

Los oligonucleótidos fueron sintetizados por Synbio Technologies (Nueva 

Jersey, EUA), empacados y enviados liofilizados. A su llegada fueron 

reconstituidos con agua grado biología molecular, brevemente, los tubos con el 

liofilizado se centrifugaron a máxima velocidad por 10 segundos; posteriormente, 

dentro de la campana de flujo laminar, se agregó a cada tuvo 10 veces el valor 

de la concentración en nano moles (nM) referida por el fabricante para obtener 

una concentración estándar de 100 micro molar (µM). Los tubos se mezclaron en 

vórtex por 30 segundos a máxima velocidad e incubados en refrigeración a 4°C 

por 60 minutos y mezclados nuevamente en vórtex de nuevo a máxima velocidad. 

La concentración de trabajo de los oligonucleótidos reconstituidos será de 10 µM 

para lo cual se realizó una dilución de la mezcla de la concentración estándar 

1:10 en agua grado biología molecular y separada en alícuotas de 200 µl cada 

una. Las soluciones estándar y las de trabajo de los oligonucleótidos fueron 

almacenadas en congelación a -20°C hasta el momento de las pruebas de PCR 

en tiempo real. 

Cuadro 2. Características de los oligonucleótidos para la detección de 

Anaplasma phagocytophilum, Borrelia  burgdorferi y de una región homologa para 

Ehrlichia chaffeensis y Ehrlichia canis. 

Gen Oligonucleótidos  Producto Tm 
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Estandarización 

Para la estandarización de la PCR en tiempo real se evaluó el juego de 

oligonucleótidos por triplicado a 200 nM, 400 nM y 800 nM con 1 µl, 2 µl y 3 µl de 

ADN templete en un volumen total de reacción de 20 µl, empleando una mezcla 

maestra formulada con el fluoróforo SYBR Green (Bio Rad, Hércules, CA, USA), 

una tinción fluorescente de alta afinidad para ADN de doble banda (Cuadro 3). 

 

Cuadro 3. Optimización de reactivos, concentración y volumen final para 

Anaplasma phagocytophilum y de una región homologa para Ehrlichia 

chaffeensis y Ehrlichia canis. 

Reactivo 200 nM 400 nM 800 nM 

Mezcla maestra 5.0 µl 5.0 µl 5.0 µl 

msp4 

Anaplasma phagocytophilum 
AnapF1 

5’- GTGCAACTGGCTATGCTATTG -3’ 
Anap1 

3’- GTTTGTAGTCACTCTCAGCAAG -5’ 

90 nt 75.7 °C 

16S 
ribosomal 

Ehrlichia spp. 
EhrlF1 

5’- CCTAACACATGCAAGTCGAAC -3’ 
EhrlR1 

3’- GATTCCTACGCATTACTCACC -5’ 

92nt 74.1°C 

FlagB 

Borrelia  burgdorferi 
FlaF1 

5’- CTTAAAGTCCAAGACGCTTG-3’ 
FlaR1 

3’- CAGCTGAAGAGCTTGGAATG.-5’ 

82nt 75.7°C 
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Templete DNA 1-2-3 µl 1-2-3 µl 1-2-3 µl 

Oligonucleótido sentido 0.5 µl 1 µl 2 µl 

Oligonucleótido 

antisentido 
0.5 µl 1 µl 2 µl 

H2O 3-2-1 µl 2-1-0 µl 0-0-0 µl 

Volumen final 10 µl 10 µl 10-12 µl 

 

Protocolo de prueba de PCR tiempo real. 

Los extractos de ADN obtenidos de la capa leucoplaquetaria de la sangre 

de los perros rickettsial fueron probados por duplicado en un termociclador Bio 

Rad CFX96 (BioRad, Hercules, Carolina, EUA). En cada corrida de PCR en 

tiempo real se utilizarán tres controles positivos de ADN, tres controles de mezcla 

maestra sin ADN templete, tres controles negativos de agua grado biología 

molecular y tres controles negativos con aire. Los parámetros de 

desnaturalización, hibridación y extensión serán calculados empleando la 

herramienta Protocol Autowriter de la paquetería CFX96, tomando en 

consideración el tamaño del producto del PCR, la secuencia de los 

oligonucleótidos y el tipo de enzima de la mezcla maestra. Así mismo, para cada 

corrida se realizó el análisis de curva de disociación a partir de 70°C y hasta 95°C 

con incremento de 0.5°C para la identificación de productos de amplificación de 

PCR específicos para cada gen analizado y discriminar entre artefactos distintos 

a la amplificación del templete de ADN esperado. 
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Los resultados de las pruebas por PCR en tiempo real fueron considerados 

positivos cuando la muestra correspondiente logró una señal fluorescente de 

amplificación por encima del valor de corte que la paquetería CFX96 calculada 

en cada corrida en un máximo de 40 ciclos. Los resultados fueron considerados 

negativos cuando la muestra correspondiente no logró desarrollar una señal 

fluorescente de amplificación por encima del valor de corte en un máximo de 40 

ciclos 

Análisis estadístico 

Los análisis inferenciales se llevarán a cabo utilizando el software Statistix 

9® y una estimación de Chi cuadrado para establecer asociaciones entre A. 

platys, A. phagocytophilum y E. canis. con las variables analizadas. También se 

calcularon la razón de oportunidad (OR) con intervalos de confianza del 95%.
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RESULTADOS 

Se analizaron un total de 96 muestras de perros con propietario utilizando 

la prueba rápida serológica SNAP 4DX Plus. Los resultados mostraron una 

seroprevalencia general del 50% (48/96). De las muestras, 45.83% (44/96) 

resultaron seropositivas a Ehrlichia spp., mientras que 4.1% (4/96) mostraron 

seropositividad a Anaplasma spp. Se observaron 3 casos de coinfección, pero no 

se detectó ningún resultado positivo para Borrelia burgdorferi (Cuadro 4). 

Del total de muestras sugestivas, se tomaron 60 muestras de manera 

aleatoria y fueron sometidas a qPCR, donde el 11.66% (7/60) de las muestras 

fueron positivas únicamente a Ehrlichia spp. (Cuadro 5), obteniendo un 

porcentaje de casos menor, ya que mediante serología de las 60 muestras se 

obtuvo una seroprevalencia de 56.66% (34/60). 

  

Fig.1 Resultado positivo para Ehrlichia spp con base en la presencia de 

curvas de disociación del producto de PCR para el fragmento homólogo del gen 

16S ribosomal. 

Tm X̄= 79°C 
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Los caninos mayores de 3 años muestran asociación significativa respecto 

a la presentación de casos positivos a Ehrlichia canis diagnosticados con la 

prueba rápida serológica; mientras que el resto de las variables no mostraron 

significancia estadística (Cuadro 6). 

Cuadro 4.  Género y frecuencia de patógenos detectados mediante 

SNAP 4DXPlus en muestras sanguíneas de perros sospechosos a enfermedad 

rickettsial de un laboratorio de referencia en Mexicali, Baja California, México 

 

Género/especie Positivos/96 
Frecuencia (%) 

Ehrlichia spp 44/96 45.83% 

Anaplasma spp 4/96 4.1% 

Borrelia burgdorferi 0/96 0% 

Total 48/96 50% 

Cuadro 5. Resultados qPCR a Anaplasma phagocytophilum, Borrelia 

burgdorferi, Rickettsia rickettsi y de una región homologa para Ehrlichia chaffeensis y 

Ehrlichia canis. 

Enfermedad Rickettsial Positivos 

Ehrlichia spp 7/60 

Anaplasma phagocytophilum 0/60 
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Cuadro 6. Factores de riesgo asociados a la presencia de E. canis respecto a las 

pruebas serológicas. 

Factor  
de riesgo 

Muestras 
Positivas 

(móru p OR IC 95% 

Cohabitación 
Presente 
Ausente 

 
27/96 
17/96 

 
28.12% 

 
0.193 

 
1.71 

 
0.75-3.87 

Acceso Calle 
Presente 
Ausente 

 
22/96 
22/96 

 
22.91% 

 
0.08 

 
2.05 

 
0.89-4.71 

Garrapatas 
Presente 
Ausente 

 
14/96 
30/96 

 
17.58% 

 
0.336 

 
1.55 

 
0.62-3.84 

Anemia 
Presente 
Ausente 

 
7/96 
5/96 

 
7.29% 

 
0.52 

 
- 

 
- 

Trombocitopenia 
Presente 
Ausente 

 
8/96 
4/96 

 
8.33% 

 
0.30 

 
- 

 
- 

Edad 
>3 años 
1-3 años 

 
28/96 
16/96 

 
29.91% 

 
0.02 

 
2.58 

 
1.12-5.9 

Raza 
Mestiza 
Pura 

 
28/96 
15/96 

 
29.91% 

 
0.68 

 
1.18 

 
0.51-2.71 

Sexo 
Hembra 
Macho 

 
23/96 
21/96 

 
23.95% 

 
0.55 

 
1.27 

 
0.57-2.85 

Borrelia burgdorferi 0/60 

Rickettsia rickettsi 0/60 
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DISCUSIÓN 

El Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiológica (SINAVE) desde el 2020 

hasta mayo del 2023 en total reportaron 151 casos de enfermedades rickettsiales 

presentados en humanos, en total en el estado de Baja California. Cabe destacar 

que el SINAVE discrimina los casos como Rickettsia rickettsi y “Otras 

rickettsiosis” (SINAVE,2023), identificando 17.21% (26/151) como otras 

enfermedades rickettsiales, sin embargo, no especifican cuáles géneros y 

especies. 

El presente estudio muestra una seroprevalencia general de 

enfermedades rickettsiales del 50% (48/96) denotándose la alta predominancia 

de Ehrlichia respecto a Anaplasma, similar a la obtenida por Tinoco et al. (2007) 

una prevalencia ajustada de 49.3% (40/94) aunque en el mismo año Haro-

Álvarez et al. (2007) determinó una seroprevalencia del 21.6% (83/384) esta 

diferencia se podría deber a que el método de muestreo no fue por conveniencia. 

E. canis fue el agente más prevalente. Sin embargo, en un estudio más reciente 

en Mexicali donde utilizaron la prueba serológica rápida SNAP 4Dx PLUS 

(Backus et al., 2023) se identificó una seroprevalencia de 49.2%% (31/63) 

presentando los patógenos: Ehrlichia spp (31/63), Anaplasma spp (12/63)., y 

Rickettsia spp. (51/63) Todos los estudios realizados en perros en Mexicali 

indican que Ehrlichia spp. es la principal enfermedad rickettsial. En otros estudios 

nacionales indicaron que la seroprevalencia identificada es menor comparado 

con el estado de Sinaloa presentando 74.5% (113/152) de casos, el Estado de 

México y Yucatán con 30% (30/100) y 36% (18/50) respectivamente.  
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Una limitante del estudio es que, durante el diseño de los oligonucleótidos, 

a pesar de diseñarse para detectar el género E. canis, al analizar el fragmento 

que amplificaría mediante BLAST (NCBI) se observó una inclinación notable 

hacia el diagnóstico de E. chaffensis en lugar de E. canis. Es importante seguir 

trabajando en la clasificación de las especies de Ehrlichia, ya que al ser la 

enfermedad rickettsial más prevalente se requiere identificar las principales 

especies con la finalidad de obtener un diagnóstico preciso. 

Los caninos mayores a 3 años fueron asociados significativamente 

(P=0.02; OR: 2.58; IC 95%) a la presentación de casos positivos a Ehrlichia canis, 

similar a lo encontrado por Ojeda-Chi et al. (2019) en el estado de Yucatán 

(P=0.022; OR: 2.41; IC 95%) y por debajo (P=<0.001; OR: 15.39; IC 95%) del 

estudio realizado por Martínez et al., (2016) en el estado de Quintana Roo. 

Huerta y Damáso (2015) mencionan en su estudio que los perros adultos 

cuentan con mayores oportunidades de encontrarse expuestos al vector que uno 

joven, puesto que los dueños no suelen sacar a pasear a sus mascotas hasta 

que completan su esquema de vacunación y/o consideran que tienen un menor 

riesgo de enfermarse concluyeron al realizar su estudio y encontrar un valor 

significativo (P=0.038; OR: 1.92; IC 95%) de asociación con la edad de los perros 

y la presentación de la enfermedad en la ciudad de Huánuco, Perú.
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CONCLUSIONES 

En el estudio, se determinó que la seroprevalencia muestral de Ehrlichia 

spp. en perros fue del 50% (48/96), mientras que la seroprevalencia de 

Anaplasma spp. fue del 4.1% (4/96), fueron identificados 3 casos de coinfección 

entre Ehrlichia spp y Anaplasma spp. No se pudo identificar la presencia de B. 

burgdorferi mediante pruebas serológicas. 

La prevalencia muestral diagnosticada a través de qPCR fue de 11.66% 

(7/60) positivas únicamente a Ehrlichia spp. 

Los caninos mayores de 3 años muestran asociación significativa respecto 

a la presentación de casos positivos a Ehrlichia canis diagnosticados con la 

prueba rápida serológica (p<0.05). 
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