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RESUMEN

La erliquiosis y anaplasmosis caninas son enfermedades transmitidas por
garrapatas, de las cuales, la erliquiosis monocitica canina producida por E. canis
tiene distribucion mundial y tiene una alta prevalencia en perros. Existen reportes
en México donde han identificado especies de Anaplasma platys y Anaplasma
phagocytophilum, las cuales han infectado humanos con mortalidad variable. Se
realizd un estudio observacional transversal en la ciudad de San Luis Rio
Colorado, Sonora, México, donde se realizO0 PCR anidado a 231 muestras de
sangre de perros con propietario, amplificando el gen 16S rRNA del género, para
especies E. canis, A. phagocytophilum y A. platys. Las muestras se procesaron en
el Laboratorio de Salud Publica Veterinaria de la UABC en Mexicali, B.C. Los
productos fueron amplificados en gel de agarosa al 1.5% por electroforesis y se
secuenciaron, identificandose las especies E. canis, (7.8%), A. platys (7.3%) y A.
phagocytophilum (0.8%). Ademas se encontraron seis coinfecciones, cuatro fueron
con E. canis y A. platys (12.9%), una con E. canis y A. phagocytophilum y otra
con A. platys y A. phagocytophilum (3.2%) para cada una. Asi mismo los factores
de riesgo fueron analizados mediante el programa Statistix 9® estimandose odds
ratio (OR) con intervalo de confianza IC al 95%, donde las hembras respecto a
machos (OR 2.5) y el salir a la calle (OR 2.3), fueron los que presentaron nivel de
significancia P<0.05. Estos resultados confirman la presencia por identificacion
molecular de estas especies en perros de la ciudad, asi como al ser el primer

estudio por PCR en el Estado de Sonora.



ABSTRACT

Ehrlichiosis and canine anaplasmosis are diseases transmitted by ticks, which,
produced by E. canis, canine monocytic ehrlichiosis (CME) has worldwide
distribution and has a high prevalence in dogs. There are reports in Mexico where
they have identified species of Anaplasma platys and Anaplasma
phagocytophilum, which have infected humans with variable mortality. A cross-
sectional observational study was carried out in the city of San Luis Rio Colorado,
Sonora, Mexico, where it was nested to 231 blood samples from dogs with owner,
PCR amplifying 16S rRNA gene of the genus, species E. canis, A.
phagocytophilum and A. platys. The samples were processed in the Laboratory of
Veterinary Public Health of the UABC Mexicali, B.C. The products were amplified
in agarose gel to 1.5% by electrophoresis and were sequenced, identifying the
species E. canis, (7.8%), A. platys (7.3%) and A. phagocytophilum (0.8%). In
addition, six coinfections were found, four were with E. canis and A. platys (12.9%),
one with E. canis and A. phagocytophilum and another with A. platys and A.
phagocytophilum (3.2%) for each. The same risk factors were analyzed using the
Statistix 9® program, estimated odds ratio (OR) with confidence interval Cl 95%,
where the females to males (OR 2.5) and exit to the street (OR 2.3), were those
who submitted level of significance P < 0.05. These findings confirm the presence
by molecular identification of these species in dogs in the city, as well as being the
first study by PCR in the State of Sonora.
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INTRODUCCION

Las enfermedades transmitidas por garrapatas representan un problema
creciente de importancia en salud publica, ya que existen reportes en México que
A. platys y A. phagocytophillum han infectado humanos (Guzméan et al, 2014, Silva
et al, 2014). Patogenos riquetsiales como erliquiosis y anaplasmosis son
transmitidas por la mordedura de la garrapata R. sanguineus, Ixodes vy
Amblyomma americanumm, y causantes de enfermedades febriles agudas (Dema
et al, 2005). Anaplasma phagocytophilum es causante de la anaplasmosis
granulocitica canina y humana, Anaplasma platys de la trombocitopenia ciclica
canina, Ehrlichia canis de la erliquiosis monocitica canina. Estas han sido
identificadas como enfermedades infecciosas emergentes en Norteamérica, y el
resto del mundo, pudiendo resultar mortales para perros y humanos (Sykes et al,
2010).

Las enfermedades transmitidas por vectores en caninos (ETVC) son
comunes, incluyendo coinfecciones con méas de un patbgeno en perros,
particularmente aquellos que estdn en constante y frecuente exposicion a gran
cantidad de especies de garrapatas (De Tommasi et al, 2013). Se considera la
garrapata Rhipicephalus sanguineus el vector para E. canis y A. platys, y el perro
su reservorio primario. El impacto clinico de esta coinfeccién en la patofisiologia

de la enfermedad, induce una enfermedad mas severa (Gaunt et al, 2010).

Nufiez-ochoa y colaboradores (2003) reportaron una seroprevalencia global
en México de 33.1% para E. canis, en ese mismo estudio estimaron una
seroprevalencia del 61.5% para Sonora. Recientemente Movilla et al (2016),
utilizando el SNAP® 4DX® (IDEXX® Laboratories) reportd la seroprevalencia mas
alta para la region noroeste para E. canis (51.0 %) y Anaplasma spp. (16.4 %). En
otro estudio realizado en Yucatan obtuvieron una prevalencia del 36% utilizando

técnicas moleculares (Pat-Nah 2015).



Considerando que no existen cifras actualizadas sobre la epidemiologia de esta
enfermedad en la region, el objetivo de este trabajo fue estimar la prevalencia y
factores de riesgo asociados para erliquiosis y anaplasmosis mediante PCR

anidado en perros de la zona urbana de San Luis Rio Colorado, Sonora,
México



REVISION DE LITERATURA
Etiologia

La erliquiosis canina es causada por las bacterias Ehrlichia canis, E. ewingii
y E. chaffeensis. Son bacterias gram negativas intracelular obligadas, de forma
cocoide pleomorfica del orden Rickettsiales, Familia: Anaplasmataceae, Género:
Ehrlichia, Anaplasma, Neorickettsia. También dentro de esta familia se encuentran
las bacterias Anaplasma phagocytophilum y Anaplasma platys, las cuales causan
la anaplasmosis trombocitica y granulocitica canina respectivamente (Rikihisa et
al, 1991; Dumler et al, 2010 ).

Son transmitidos a los perros y gatos por artrépodos, y muchos se
mantienen en la naturaleza a través de la infeccion de animales salvajes
hospedadores. Se reproducen por fisidn binaria y tienen tropismo hacia células
hematopoyéticas, dentro de las cuales, tienen preferencia por células huésped que
infecten: monocitos, granulocitos o plaquetas. Residen en vacuolas de células
eucariotas llamadas morulas, las cuales son racimos de bacterias localizadas

intracelularmente (Skotarczack et al, 2003).

Se transmite por la mordedura de la garrapata, entre ellas, Rhipicephalus
sanguineus, causante principal de la erliquiosis monocitica canina (EMC) por
Ehrlichia canis y Anaplasma platys causante de trombocitopenia canina. Asi como
también la garrapata Dermacentor variabilis actia como vector. En un reporte en
Brasil, se identificaron dos linajes de R. sanguineus, tropical y templado

distribuidos en todo América del sur (Cicuttin et al, 2015).

Esta infeccion ha sido reportada en perros de Asia, Africa, Europa y en
América. En Estados Unidos, esta diagnosticada mas frecuentemente en perros
gue viven en estados del sureste y suroeste, pero debido a la infeccion subclinica
y cronica, los perros pueden ser transportados a regiones no endémicas y

subsecuentemente desarrollar la enfermedad (Qurollo et al, 2014).



Los chacales, zorros y coyotes también actian como hospedadores
(familia Canidae). El organismo se transmite transestadialmente con la garrapata y
no transovarica. No hay predileccién de sexo o edad documentada, sin embargo,
la raza Pastor Aleman son reportadas como susceptibles y su pronéstico es mas
pobre (Sykes et al, 2010; Harrus 2015).

A. phagocytophilum causa la anaplasmosis granulocitica canina. Se le llamo
previamente E. equi, E. phagocytophila, y en humanos, ehrichiosis granulocitica
humana. Este organismo tiene la habilidad de causar la enfermedad en diversos
especies de huésped como rumiantes, perro, gato, caballo, venado, variedad de
roedores, coyotes, y es un importante patdgeno emergente en humanos de
distribucion mundial. Su vector es el complejo Ixodes persulcatus: |. scapularis e I.
pacificus en E.U, I. ricinus en Europa, probable I. persulcatus en Asia (Sainz et al,
2015). Uno de los mamiferos reservorios primarios en Estados Unidos es el raton
pata blanca, asi como el venado cola blanca.

La anaplasmosis trombocitica canina es causada por A. platys donde las
morulas afectan las plaquetas. El vector se cree es Rhipicephalus sanguineus
(Greene 2006).

Epidemiologia

En Europa soélo se han identificado infecciones en perros por E. canis, A.
phagocytophilum (donde la seroprevalencia va de un 0- 50% y 3-57%
respectivamente) y A platys donde la prevalencia varia del 4 al 70% (Sainz et al
2015).

En Estados Unidos, Ehrlichia ewingii fue la bacteria transmitida por garrapata mas
prevalente en el perro durante 2008-2010 y 2012 con 3.8% siendo consistente en
otro realizado en el 2010 con el 5.1%, seguido fue E. chaffeensis con 3.1% vy
siendo para E. canis y A. platys la mas baja (1.8% y 1.5% respectivamente). En el
Caribe, fueron mas altas con 27.6% y 10.3% respectivamente, y se esperaban por

R. sanguineus (vector para E. canis y potencial vector en A. platys). En Canada,



tuvo valores de seroprevalencia inesperadas ya que Rhipicephalus sanguineus
esta raramente documentada, fueron E. canis 3.2% y A. platys con 1.8% (Qurollo
et al 2014).

En Europa, se reporta una seroprevalencia del 3-57%, para A.
phagocytophilum siendo el vector Ixodes ricinus.

En 10 provincias en China se realiz6 deteccion molecular por PCR de
enfermedades transmitidas por vectores, encontrando prevalencia para la
enfermedad por E. canis de 1.3% y 4.1% en garrapatas R. sanguineus (Xu Da et
al 2015).

En la Republica Mexicana se tiene una seroprevalencia para E. canis del
33.1% y en el estado de Baja California de 70.2% (Nufiez-Ochoa 2003). Situada
en el noroeste, en Culiacan Sinaloa, tuvieron una seroprevalencia de 74.5% para

E. canis en perros (Sosa Gutierrez et al, 2013).

En la ciudad de Mexicali, B.C, se han hecho estudios a perros donde
obtuvieron una seroprevalencia del 49.3%. Asi mismo en un estudio en el 2003,
se encontrd una alta prevalencia de garrapatas en perros, donde el 59.6% estaban
infestados, identificandose en el 100% Rhipicephalus sanguineus (Tinoco et al,
2007, Tinoco et al, 2009).

Recientemente en otro estudio realizado en Mexicali, donde se realizd
diagndstico por PCR punto final, se tomaron 110 muestras en perros con signos
compatibles con erliquiosis donde se identifico un 90% de infectados con E. canis,

el 11.8% por A. phagocytophilum y A. platys con un 10% (Guzman et al, 2014).

Patogénesis del género Ehrlichia-Anaplasma

La infeccion del huésped vertebrado ocurre cuando la garrapata infectada
ingiere sangre y sus secreciones salivales contaminan el sitio en donde se

alimenta. La transmision por Rhipicephalus sanguineus ocurre transestadialmente.



También se transmite por transfusiones de sangre de donadores infectados
(Harrus 2015).

Las etapas en el proceso de invasion a la célula incluyen adhesion,
internalizacion y proliferacion celular, seguido por exocitosis y diseminacién
intercelular. Varios tipos de proteinas de membrana externas, incluyendo
glicoproteinas (gp) 19, gp 36 y gp 140, estan asociadas con la adhesion e

internalizacion a células huésped (Harrus 2015).

El curso de la enfermedad se divide en tres fases: aguda, subclinica y
cronica, basandose también en la signologia clinica y anormalidades

clinicopatologicas.

La fase aguda se inicia después de un periodo de incubacién de 8-20 dias y
dura de dos a cuatro semanas, durante las cuales las bacterias se multiplican en
tejido reticuloendotelial. La bacteria entra al torrente sanguineo y sistema linfatico
localizando las células del sistema fagocitico mononuclear del bazo, higado y
nédulos linfaticos donde comienza su reproduccién en el citoplasma de los
monocitos. En esta fase el canino puede manifestar fiebre, depresion, anorexia,
linfadenomegalia y pérdida de peso. Descarga ocular y nasal, edema periférico y
menos comuan, petequias y equimosis. Los signos neuroldgicos pueden incluir
ataxia, convulsiones, signos vestibulares, defectos en nervios craneales, y pueden

ocurrir como resultado de meningitis o hemorragias (Greene 2006).

Los hallazgos al laboratorio son: trombocitopenia, leucopenia, anemia e
hiperglobulinemia. La trombocitopenia es los uno de principales hallazgos en esta
enfermedad, que se desarrolla debido al incremento en el consumo de plaquetas
por los cambios inflamatorios en el endotelio de los vasos sanguineos
incrementando el secuestro esplénico de plaquetas, y dafio o destruccion
inmunomediada, resultando en una disminucién del promedio de vida de éstas,
llevandolas de 9 dias a 4 en promedio, después de 2-4 dias del comienzo de la

infeccion, ademas de la inhibicion de migracion plaquetaria (Waner et al, 2004 ).



Durante la fase activa, mecanismos inmunes asociados a células CD4 y
citocinas tipol son requeridas para la inmunidad. Hay evidencia que las células
CD8 y la inmunidad humoral tienen un rol significante en la eliminacion de
Ehrlichia spp durante la fase activa. También ha sido reportado en perros con
EMC, tienen niveles mas altos de CD3, CDS8 linfocitos T citotoxicos y menor CD21
linfocitos B en sangre periférica comparados con perros sanos (Villaescusa et al
2015).

Los signos agudos se pueden resolver después de 2-4 semanas después
de lo cual, el perro puede permanecer infectado subclinicamente. Los signos que
produce A. phagocytophilum pueden ser muy inespecificos como fiebre,
depresion, inapetencia y ocurren después de un periodo de incubacién de 1- 2
semanas. Signos musculoesqueléticos como claudicacion, rigidez y renuencia a
caminar. Los hallazgos de laboratorio incluyen trombocitopenia, presente en el
80% de los casos, linfopenia, eosinopenia, y anemia no regenerativa. En la
quimica sanguinea puede revelar hipoalbuminemia y enzimas hepéticas
moderadamente elevadas (Sykes 2010). La infeccion parece ser
inmunosupresora. El microorganismo sobrevive en los neutrdfilos inhibiendo la
fusién del fagolisosoma, inhibicién de la apoptosis celular. Por lo que se esta

propenso a otras infecciones (Rikihisa 1991).

En el caso de A. platys, después de un periodo de incubacién de 1-2
semanas, la trombocitopenia ocurre en intervalos entre 1-2 semanas. Las mérulas
son visibles en frotis de sangre justo antes al decline de las plaquetas, pero
desaparecen rapido. La severidad de los signos clinicos varia dependiendo del

origen geografico de la cepa de A. platys (Gaunt 2010).

La fase subclinica. Esta se da de los 40-120 dias pos infeccién, en la cual
los perros se encuentran persistentemente infectados por meses 0 afos sin signos
clinicos pero si con trombocitopenia leve. En perros infectados experimentalmente
se ha identificado ADN de esta bacteria en aspirados esplénicos, obtenidos de 34
portadores persistentes, lo que sugiere que el bazo es el 6rgano donde

permanece E. canis en los casos subclinicos (Harrus 1998). Inclusive se realizaron



experimentos donde se encontré que perros esplenectomizados presentaron una
forma menos severa de la enfermedad aguda en comparacion con los perros
enteros. Estos resultados sugieren un compromiso del bazo en la patogénesis de
EMC, por la liberacion de mediadores de la inflamacion y/o sustancias esplénicas,
gue han sido propuestas como un elemento fundamental en la patogénesis de la
enfermedad (Harrus et al, 1999; Skotarczak 2003).

La persistencia a la infeccion esta determinada por resultados de la
variacion antigénica de las proteinas de membrana externas, principalmente
gpl120y p28 (Zhang et al, 2003).

Fase cronica: Puede presentarse meses o afios después. Se caracteriza
por letargia, inapetencia, tendencia a hemorragias como epistaxis, edema
periférico, palidez, fiebre, pérdida de peso, linfadenomegalia, esplenomegalia,
disnea, uveitis anterior, desprendimiento y hemorragia retinal. Los hallazgos de
laboratorio mé&s comunes son trombocitopenia, leucopenia, pancitopenia por
hipoplasia de la medula 6sea, hipergamaglobulinemia y en casos graves, llevar a
la muerte del paciente. Infecciones oportunistas secundarias como papilomatosis,
infecciones por protozoarios, infecciones del tracto urinario o recientemente, las
coinfecciones con otros patégenos transmitidos por vectores (Skotarczak et al,
2003; Waner et al, 2000).

Diagndéstico

Frotis de sangre periférica.

Durante la primera semana de la enfermedad, el examen microscépico de
frotis de sangre por tincion de Wright puede revelar morulas (elementos
mononucleares) en el citoplasma de monocitos, siendo solo el 20% encontrado en
los pacientes, y para E. canis, del 4-6%. Sin embargo, aunque las moérulas en
neutrofilos infectados por A. phagocytophilum es hasta un 60%, no pueden ser
diferenciadas de otras Ehrlichiia spp (Mylonakis et al, 2003). La localizacion de la

morula en los neutrofilos en un area endémica es altamente sugestiva, sin

8



embargo no puede ser distinguida por E. ewingii y pueden estar presentes en un
7-37% de los neutrofilos circulantes (Skotarczak et al, 2003). Esta técnica tiene
baja sensibilidad, debido a la pequefia cantidad de bacterias presente en la
muestra, ademas de que las morulas son visualizadas en la fase aguda (de Farias
R. etal, 2012).

Bioquimica sanguinea

Las principales anormalidades bioquimicas vistas en los perros infectados
con erliquiosis son la hipoalbuminemia, hiperglobulinemia e
hipergamaglobulinemia. La baja concentracion de gammaglobulinas asociada a la
pancitopenia sugiere que el estado inmune del animal pancitopénico infectado con
E. canis esta mas comprometido y, por lo tanto, las infecciones secundarias
pueden ocurrir mas frecuentemente en estos perros. Un aumento transitorio
moderado en la actividad de la aminotransferasa y de la fosfatasa alcalina puede
presentarse (Skotarczak 2003).

IFA (Inmunofluorescencia indirecta)

Una de las ventajas de esta técnica es permitir determinacion de los niveles
de anticuerpos y sus cambios en el tiempo. La presencia de titulos de anticuerpos
anti E.canis a una dilucion mayor a 1:40 se considera evidencia de exposicion. Es
importante que el clinico tenga en cuenta las reacciones cruzadas que se
presenten y que pueden confundir el diagnéstico. En areas endémicas a otras
especies de Ehrlichia las reacciones cruzadas ente E.canis, E. ewingii, deben

tomarse en cuenta (Waner, Harrus 2004).

ELISA (Ensayo por inmunabsorcion ligado a enzimas)

Técnicas cuantitativas de laboratorio son mas sensibles y especificas que
los test rapidos. Algunos kits comerciales son cualitativos y sé6lo muestran
resultados positivos 0 negativos, sin decirnos la cantidad de niveles de
anticuerpos. Una prueba seroldgica positiva indica una infeccion actual o pasada

pero no siempre denota la condicion de una enfermedad en curso. La persistencia



de anticuerpos pueden persistir por varios meses o0 afios. Sin embargo la

seroprevalencia en &reas endémicas es alta (Harrus 2002, Gaunt 2010).

Un perro puede ser seronegativo a pesar de tener una infeccion. Es comudn
durante el periodo de incubacién en las fases agudas de la enfermedad, cuando
las cargas bacterianas son bajas: en E. canis, la produccion de anticuerpos ocurre
12-14 dias después de la infeccion (Little 2010).

Recientemente esta colocado en el mercado Snap 4Dx® (laboratorios
IDEXX USA), donde segun los datos del fabricante reporta 96.2% de sensibilidad y
100% de especificidad para E. canis. ELISA es eficaz para detectar anticuerpos
contra este agente en cualquier fase de la enfermedad, y se ha reportado una
correlacion muy estrecha entre los resultados de esta técnica e IFA, por lo que
ELISA puede ayudar al diagnéstico de E. canis, sin embargo, se debe de tomar en
cuenta las reacciones cruzadas que tiene con otras especies del género, como E.
chaffeensis y E. ewingii (Waner, 2000), ademas de que su resultado no distingue
entre una infeccién actual o una exposicién pasada al agente. También se puede
utilizar para detectar anticuerpos para A. phagocytophilum aunque falsos
negativos pueden ocurrir en la fase aguda de la enfermedad. Puede ocurrir
reaccion cruzada con Anaplasma platys y posiblemente con otras especies
Ehrlichia (Harrus 1998).

Ocurre reaccion cruzada con serologia de E. ewingii con antigeno E. canis,
asi como también de E. chaffeensis debido a esto, el diagnostico por PCR
especifico ha sido desarrollado para esta especie y ofrece la Unica manera para
confirmar la infeccion con E. ewingii (Sykes 2010).

Se acepta en general que no es muy relevante la reaccion cruzada entre
Ehrlichia y Anaplasma. Sin embargo, se ha descrito entre E. canis y A.
phagocytophilum, particularmente cuando uno de los patdgenos esta presente en
titulos muy altos. Aparentemente entre E canis y A. platys no hay reaccion
cruzada, y si la hay entre A. phagocytophilum y A. platys. Cuando los anticuerpos
tienen reaccion cruzada con uno o mas patdgeno/antigeno, los titulos de

anticuerpo que estan mas altos indican cual es el patdgeno que esta infectando al
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perro. Debido a esto, la serologia debe complementarse con técnicas moleculares
como PCR o secuencia de DNA (Ahmad et al 2015).

Muchos perros con enfermedad aguda A. phagocytophilum, pueden ser
negativos en serologia, y los titulos pueden reflejar una exposicion previa (hasta 8-
10 meses antes). Por lo que la demostracion de un aumento hasta cuatro veces
puede ser requerido. En perros experimentalmente infectados, anticuerpos IgG
son los primeros detectables 8 dias después de la de la exposicion inicial y 2-5
dias después de la aparicion de la mérula (Egenvall 2000).

Para A. platys hay reaccién cruzada con A. phagocytophilum por lo que
serologia no es diagndstica. En perros infectados experimentalmente con A.

platys, los anticuerpos fueron detectados en el dia 16 (Gaunt et al, 2010).

Cultivo

Cultivo en sangre para E. chaffeensis y para A. phagocytophilum se puede
realizar en cultivo celular promielocitico humano HL-60 y en células ISE6, IDES8 de
garrapata Ixodes scapularis. E. canis y E. chaffeensis se pueden cultivar en linea
celular de macrofagos caninos DH82 (Nair 2016). Debido a A. phagocytophilum
tiene preferencia para crecer en células granulociticas, se ha propagado células
humanas HL-60 y células de leucemia promielociticas KG-1,
mielomonociticasTHP-1, células endoteliales. El ligando mas estudiado es PSGL-1
(CD162) al cual las bacterias se adhieren a superficie de proteina-2 (Msp2), el cual
es una parte de complejo adhesina, donde dicha proteina es la mas abundante de
la bacteria (Dumler 2005).

PCR (Reaccidn en cadena de la polimerasa)

Es muy util en el diagndstico y altamente sensible. La deteccién del DNA
del patdgeno especifico en asociacion clinica es la evidencia de una enfermedad
activa. El PCR es una técnica que se ha desarrollado varios tipos: convencional,
anidada, en tiempo real y multiple. EI PCR en tiempo real permite la cuantificacién
de cargas bacterianas. También nos permite investigar fragmentos de gen

especificos después de la amplificacién. La secuencia de fragmentos de gen
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amplificados por PCR nos revela la identificacion especifica de especies de
Ehrlichia/Anaplasma que infectan al perro (Sainz et al, 2015). ElI PCR en tiempo
real fue desarrollado para detectar infeccion de Ehrlichia o Anaplasma en sangre
periférica proporcionando alta sensibilidad similar a la obtenida con muestras
esplénicas.. Se debe tener en mente que resultados falso negativos pueden ocurrir
debido a la ausencia de patdégenos en la muestra. Por ejemplo, la bacteremia
puede ser intermitente en algunos perros o en enfermedad especifica como A.
platys, también por estar presente por debajo del nivel minimo detectable de la
prueba, puede estar ausente debido a la administracién de antibiotico.

El PCR anidado tiene la ventaja de brindar alta sensibilidad y especificidad,
ya que el producto de una amplificacion es utilizado como molde para realizar una
segunda amplificacidbn con iniciadores que se ubican dentro de la primera
secuencia amplificada, y para E. canis refieren que aumenta su sensibilidad hasta
100%, para A. phagocythopilum del 60-90% (Waner et al 2000; Dumler et al,
2007).

Un PCR negativo, debe ser interpretado como la no deteccion de DNA del
patdgeno en la muestra, mas no significa que la muestra este libre del patégeno.
La muestra ideal para PCR es sangre periférica con EDTA. Se sugiere que
aspirados esplénicos pueden ser especimenes Optimos. También cuando se
localizan por microscopia mérulas en el citoplasma de neutréfilos o células
mononucleares en tejido o fluido se utiliza para corroborar el diagnostico. La Unica
modalidad disponible para la identificacién definitiva de E. ewingii en humanos es
mediante PCR. (Brandon et al 2014).

Varias técnicas se han desarrollado para la deteccién de la bacteria A.
phagocytophilum en sangre y en tejidos, como PCR convencional, anidado y en
tiempo real, de los genes 16S rRNA, msp4 groEL, ankA y p44 (Ahmad et al, 2015).
Se ha desarrollado PCR especifica para A. platys utilizando aspirados esplénicos
o de médula 6sea, considerando realizarlo cuando en sangre salen negativos
(Harrus 2004). En Espafia la amplificacion el gen 16S rRNA y gen gltA, dio una

cepa muy parecida a la registrada en Francia y Japén. En la amplificacion del gen
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gltA, un fragmento de 1443 pares bases fue obtenido, y solo se detectaron 3

nucledtidos diferentes en comparacion con otras cepas (Aguirre et al 2006)

Tratamiento

El tratamiento de eleccibn en perros para E. canis son tetraciclinas
(clortetraciclina, oxitetraciclina, minociclina, doxiciclina). En particular doxiciclina a
dosis de 5 mg/kg dos veces al dia via oral 6 10 mg/kg una vez al dia por 28 dias.
En algunos casos se recomienda prolongar el tratamiento mas de 4 semanas, en

casos de portador subclinico (Carrade et al, 2009).

La doxiciclina ademas, tiene propiedades inmunomoduladoras vy
antiinflamatorias asociadas con proliferacion en la funcion de los leucocitos,
sintesis de citocinas, y actividad metaloproteinasa. Afectan funciones
quimiotacticas, fagociticas y metabdlicas de los neutrdfilos, inhiben proliferacion de
linfocitos e induce apoptosis mediada ligando Fas/Fasm especialmente en células
T. Inhiben la sintesis de algunas citocinas como factor de necrosis tumoral (TNF)-

o, interferon (IFN)-y, asi como interleucinas (IL)-1,-2 y -6 (Villaescusa et al, 2015)

En un estudio donde se comparé el efecto de esta droga en perros sanos y
enfermos con E. canis sobre los valores en hematologia, quimica sanguinea y
linfocitos en sangre periférica, encontraron que no hay cambios en los efectos
antimicrobianos, incrementa la hemoglobina corpuscular media, aumento el conteo
plaquetario, afecta el conteo de linfocitos B en sangre periférica, y disminuye
niveles de creatinina sin cambios significativos en ambos grupos (Villaescusa et al
2015, Harrus 2015).

Para A. phagocytophilum la dosis de doxiclina es de 5 mg/kg cada 12 hrs
por 2-3 semanas y hay mejoria de los signos en 24-48 hrs. Se recomienda que si
el perro con anaplasmosis diagnosticada que no responda rapido a la terapia o
con moderada a severa enfermedad clinica, sean realizadas pruebas para otras

enfermedades transmitidas por garrapatas (Alleman et al, 2008). Para A. platys,
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doxiciclina 5 mg/kg cada 12 hrs por 2 semana, 6 5-10mg cada 12-24hrs por 8-10
dias (Harvey 2006).

Coinfecciones

Las coinfecciones concurrentes de animales con dos 0 mas vectores son
relativamente comunes ya que algunas tienen el mismo vector. En consecuencia,
coinfeccion con E. canis y A. platys ocurre frecuentemente (Gaunt et al, 2010).

Asi también otras enfermedades transmitidas por vector se han mostrado
coexistir en el mismo perro, incluyendo otros patdgenos transmitidos por
garrapatas (Babesia, Hepatozoon spp.), especies de mosquitos y parasitos
intestinales. Debido al vector artropodo compartido y la concurrente exposicion a
multiples vectores, las coinfecciones ocurren con otros patdégenos transmitidos por
garrapata (Borrelia, Bartonella, Rickettsia, Arboviral spp). A phagocytophilum y B.
burgdorferi son transmitidas por la misma especie de garrapata Ixodes, las
coinfecciones entre estos dos patégenos son comunes (De Tommasi et al, 2013;
Qurollo et al, 2014).

Regularmente dichas coinfecciones tienden a empeorar las condiciones y
enmascarar otras. Muchas enfermedades transmitidas por vectores tienen
caracteristicas especiales en causar signos clinicos similares y hallazgos de
laboratorio en perros. Estas similitudes, complican el diagndstico e incrementa la
lista de diagnosticos diferenciales (De Tommasi et al, 2013)

En un estudio en Estados Unidos, determinaron la seroprevalencia y
coinfeccion utilizando ELISA (SNAP M-A) de Idexx Laboratories, el cual abarcaba
Estados Unidos, Canada y el Caribe durante el periodo de 2008-2010 y 2012,
donde la coinfeccion es definida como seroreactividad a mas de un patégeno.
Anaplasma spp, Ehrlichia spp o Borrelia spp (Bb), se detect6 en 4.0%;
seroreactividad a dos patdégenos fue de 3.1%, a tres patdégenos 0.7%, a 4
patdogenos 0.1% y cinco patdgenos 0.05%. Las coinfecciones mas comunes
fueron: E. ewingii + E. chaffeensis: 1.4%; A. phagocytophillum + Bb: 1.2%; E.
ewingii + Bb: 0.6% y E. canis + A. platys: 0.3%. (Qurollo et al, 2014).
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En un reporte indican la coinfeccién en la misma célula sanguinea con dos
patdgenos intracelulares transmitidos por el mismo vector R. sanguineus (E. canis

y Hepatozoon canis) pero con diferente mecanismo de transmision (Baneth, 2015).

Consideraciones de salud Publica

Debido a que la distribucidon de la garrapata cambia a través de las
fluctuaciones de los ecosistemas, migracion de vida salvaje, incremento en el
transporte internacional de animales de compaiiia, el diagnostico y manejo de
enfermedades transmitidas por garrapatas en perros y humanos se ha vuelto
medicamente complejo y mas desafiante (Demma et al, 2005; Fourie et al, 2013).

El reconocer factores de riesgo y prevalencia individual y coinfecciones de
una regién en particular es epidemiolégicamente importante para salud publica y
para el diagndéstico en los clinicos (Qurollo et al, 2014).

Como factores de riesgo se mencionan actividades al aire libre de alto
riesgo como jardineria, excursionismo, individuos inmunocomprometidos,
personas que reciban transfusiones (Ahmad, 2015).

La erliquiosis monocitica humana (EMH), causada por E. chaffeensis, fue
diagnosticada por primera vez en Estados Unidos en 1987. Después en 1990
basando en diferencias en la secuencia del gen que codifica 16S rRNA entre E
canis y la bacteria aislada del paciente, se consider6 una nueva especie: E
chaffeensis. (Anderson BE, et al 1991). Se reportd el primer caso que involucré a
médula ésea en una persona de 65 afios (Brandon et al 2014). Durante el 2000-
2007 se reportd en Estados Unidos un aumento en la incidencia de 0.80 a 3.0
casos por millon/persona/ano. La letalidad fue de 1.9 y el rango de hospitalizacion
fue de 49% (Dahlgreen et al 2011).

En humanos Anaplasma phagocytophilum causa la anaplasmosis
granulocitica humana, es una enfermedad febril parecida a la del perro. La muerte
es rara, pero ha ocurrido por complicaciones por infecciones secundarias. Los
perros son muy importantes al actuar como centinelas para la infeccion en
humanos (Dumler 2005). Es reconocida es Estados Unidos, en Estados del

atlantico medio, en oeste medio, y norte de California, asi como muchos lugares
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en Europa y Asia donde las garrapatas Ixodes muerden humanos. Las
manifestaciones mas frecuentes en humanos son malestar, fiebre, mialgia, y dolor
de cabeza, una minoria puede presentar también artralgia, vomito, diarrea,
afectacibn a tracto respiratorio, higado o sistema nervioso central. Las
anormalidades de laboratorio mas frecuentes son: trombocitopenia, leucopenia,
anemia y elevaciones en transaminasa hepética. Estudios seroepidemioldgicos
sugieren que muchas infecciones no son reconocidas y en areas endémicas de
Estados Unidos representa un 15 a 36% de la poblacion que ha sido identificada,
reportandose en 42 ciudades en el mundo, con un 5% de letalidad global (Dumler
et al, 2005).

En Estados Unidos, durante el periodo 2000-2007, la incidencia se
incrementd de 1.4 a 3.0 casos por millon por persona/afio, y un rango de fatalidad
del 0.6% y de hospitalizacion del 36%. (Dahlgren et al, 2011).

Cabe mencionar que en dicho pais desde 1998 la anaplasmosis y
erliquiosis humana son enfermedades notificables a nivel nacional y deben ser
reportados al departamento de salud del Estado o a Centros de control y
prevencion de enfermedades (CDC 2013). En un reporte del 2005, la incidencia de
dichas enfermedades durante 2001-2002 fue 0.6-1.4 casos por millén, por lo que
es notable su incremento durante los ultimos afios (Demma et al, 2005).

En Europa, una seroprevalencia mediana de 6.2-21% y en otros estudios
desde 1-21% (Dumler et al, 2005, Ahmad 2015). Aproximadamente un 5-7% de
los pacientes requieren hospitalizacion.

Recientemente en Mexicali, B.C. en un estudio utilizando PCR punto final
para los generos Ehrlichia y Anaplasma, se analizaron 200 muestras de personas
con signos compatibles con riquetsiosis, donde el 96.5% resultd infectado por E.
canis , por A. platys con un 19%. y A. phagocytophilum 2%. Esta ultima especie, el

vector transmisor de dicha enfermedades, no se encuentra en et al, 2014).

En Mexicali, R. sanguineus es la Unica garrapata reportada hasta el
momento en la entidad, sugiriendo que esta puede actuar como transmisora en los

patdgenos encontrados. El 65.1% de perros muestreados en Mexicali resultd con
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infestacion de garrapata R. sanguineus (Haro-Alvarez et al, 2007; Tinoco-Gracia et
al, 2007).
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MATERIALES Y METODOS

Muestras

Se analizaron un total de 231 muestra de ADN obtenidas de perros con
propietario de la zona urbana en la ciudad de San Luis Rio Colorado Sonora
durante el periodo del 15 de junio 2014 al 15 de junio del 2015 y que pertenecian
al banco de sangre del laboratorio de Salud Publica Veterinaria Fueron analizadas
con el fin de identificar las bacterias que producen enfermedades riquetsiales tales
como Ehrlichia canis, Anaplasma platys y Anaplasma phagocythopylum.

Extraccion del ADN

Se realizé la extraccion de ADN con el kit (DNeasy Blood & Tissue Kit (250)
Qiagen®) solo a las muestras que eran insuficientes (debido a que se hubiera

terminado la muestra o no fuera suficiente para el PCR.

Diagnoéstico de los géneros Ehrlichia-Anaplasma (EA)

La presencia de los géneros Ehrlichia-Anaplasma (EA) en perros se estimé
mediante PCR convencional, amplificando el gen 16S rRNA del género,
obteniendo 31 muestras positivas, las cuales, fueron seleccionadas para realizar

PCR anidado (lista de iniciadores en cuadro 1),

PCR anidado

De las 31 muestras que fueron positivas para el género EA se procedi6 a
realizar el PCR anidado para el género y especie Ehrlichia canis, Anaplasma
platys y Anaplasma phagocytophilum. (Lista de iniciadores, tamafio amplificado y
protocolos en cuadro 1). Para Ehrlichia canis se utilizd un control positivo y control
negativo, en los demas, 2 controles negativos. El primer control negativo contenia
la mezcla maestra (Taq polimerasa, agua molecular e iniciadores de primer paso)

sin ADN, y para anidar, se tomaba 1pl de esta reaccion y se colocaba con la
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mezcla maestra e iniciadores del segundo paso. El segundo control negativo se

realizd6 con la mezcla maestra y el par de iniciadores del segundo paso. Los

protocolos en el termociclador Techne-Genius para cada par de iniciadores se

realizaron de acuerdo a los autores citados.

Cuadro 1. Tabla de iniciadores, tamafio amplificado y programa en termociclador

Patégeno Secuencia de oligonucleotidos Tamarnfo Programa de amplificacion
amplificado
pb
Ehrlichia- EHR16SD 345 Desnaturalizacion 95°C/min
(5"-GGTACCYACAGAAGAAGTCC-3") 94°C/1 min
Anaplasma | gypigsr Ciclos40 J  60°C/1 min
(5"-TAGCACTCATCG TTTACAGC-3") 72°C/1 min
(Fernandes-Ferreira, Figueiredo-Cerqueira Extension 72°C/5 min
et al. 2007) Hold 8°C
Ehrlichia ECC (AGAACGAACGCTGGCGGCAAGC)
canis Desnaturalizacién 95°C/min
ECB (CGTATTACCGCGGCTGCTGGCA) 478 94°C/1 min
(Fernandes-Ferreira et al., 2007) Ciclos40 60°C/1 min
72°C/1 min
Anidado Extension 72°C/5 min
Hold 8°C
ECANS (CAATTATTTATAGCCTCTGGCTATAGGA)
Anaplasma HE3 (TATAGGTACCGTCATTATCTTCCCTAT) 401
latvs Kocan et al., 2000, Murphy et al., 1998, Kim et al.
platy 2006, Wen et al., 1997, Breitschwerdt et al., 1998)
. Desnaturalizacién 95°C/5 min
Anidado 94°C/30 seg
Ciclos40 53°C/1 min
EPLATS (TTTGTCGTAGCTTGCTATGAT) 72°C/15 seg
EPLAT3 (CTTCTGTGGGTACCGTC) 359 Extension 72°C/5 min
Hold 8°C
Anaplasma | EE-1
phagocyto
hi (TCCTGGCTCAGAACGAACGCTGGCC)
philum
EE-2
AGTCACTGA AACCTTAAAT T
(AGTCACTGACCCAACC GECTE) Desnaturalizacién 95°C/5 min
94°C/1 min
EE-3 928 Ciclos40 56°C/2 min
(GTCGAACGGATTATTCTTTATAGCTTGC) 72°C/15 seg
Extension 72°C/5 min
EE-4 Hold 8°C

(CCCTTCCGTTAAGAAGGATCTAATCTCC)

(Barlough et al., 1996, Kim et al., 2006,
Madigan et al., 1995, Yang et al., 2013).
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Electroforesis

Los productos de amplificacion de PCR fueron visualizados por
electroforesis en geles de agarosa al 1.5% (Agarose LE, Analytical Grade
Promega, Co USA) en solucién amortiguadora TAE 1X (Tris acetato, EDTA),
utilizando SafeView® Classic, (Applied Biological Materials Inc.) durante 30
minutos. Se considerdé una muestra positiva cuando en la revisién en la camara
ultravioleta, coincidiera con el marcador de pares de bases y la banda de peso
especifica para cada uno de los patdgenos, en el caso de E. canis, con el control
positivo. Para prevenir la contaminacion de las muestras, las preparaciones, la
extraccion del ADN, la amplificacion y deteccion de productos de PCR se

realizaron en diferentes areas de laboratorio (Chang et al., 2000).

Cuestionario epidemiolégico

Con el fin de evaluar los factores de riesgo para la presencia de
enfermedades riquetsiales se utilizé un cuestionario epidemioldgico que incluyo: la
edad (=1 afio y >1 afio), el sexo, salida a la calle de la mascota, fumigacién,
presencia de escombro, presencia garrapatas, desparasitacion, vive dentro o fuera
de casa, si lleva al médico veterinario, si es importante llevar la mascota al médico

veterinario, emaciacion, claudicacién y depresion.

Analisis Estadistico

Se realiz6 un estudio observacional transversal utilizando una base de
datos generada en programa EXCEL con la informacién de los cuestionarios
epidemioldgicos aplicados a los propietarios. La prevalencia se obtuvo a partir de
la formula de Daniel (2002):

Prevalencia= numero de positivos x 100
numero de muestras analizadas
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Para evaluar si los factores de riesgo estuvieron asociados a la enfermedad
se utilizé chi-cuadrada en el programa Statistix 9®, ademas se estimé la razén de
momios (OR) con indice de confianza IC 95%.
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RESULTADOS

De las 231 muestras, 31 (13.4%) fueron positivas para los géneros EA, de
las cuales 18 (7.8%) fueron positivas para la infeccion por E. canis (figura 1), 17
(7.3%) para A. platys (figura 2) y 2 (0.8%) para A. phagocytophilum (figura 3).

De las 31 muestras que resultaron positivas a los géneros EA, se
encontraron 4 coinfecciones con E. canis y A. platys (12.9%), una para E. canis y

A. phagocytophilum, y otra para A. platys y A. phagocytophilum (3% para ambas).

Cuadro 2.- Muestras positivas por especie y coinfecciones

Género Positivos/analizadas | Prevalencia
EA 31/231 13.4%
E. canis 18/231 7.8%
A. phagocytophilum 2/231 0.8%
A. platys 17/231 7.3%

Coinfecciones

E. canis + A. platys 4/31 12.9%
E. canis + A. phagocytophilum 1/31 3.2%
A. platys + A. phagocytophilum 1/31 3.2%
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Figura 1. Geles de agarosa para Ehrlichia canis mostrando 401 pb

M CP CN
M6 26 46 70 72 76 80 81 88 83 90 91 102 105 113 124130137138

M: marcador pares de bases (100pb), CP control positivo, CN(-): control negativo

Figura 2. Geles de agarosa para Anaplasma platys mostrando 345 pb

M6 26 46 70 72 76 80 81 83 89 90 91 102 105 113 124130137 138 M 244 CN1CN2

M: marcador de pares de bases (100pb), CN1: control negativo 1, CN2: control negativo 2

Figura 3. Gel de agarosa para Anaplasma phagocythopillum mostrando 935 pb

M 139 141 149 151 152 156 157 M 244 CN1 CN2
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Factores de riesgo

El cuadro 3 muestra la asociacion entre los casos de erliquiosis-anaplasmosis y la
salida de los perros a la calle, donde se puede observar que los perros que salen
a calle tiene 2 veces mas probabilidad de enfermar que los que no salen a la calle.

Cuadro 3. Magnitud de asociacion entre los casos de erliquiosis-anaplasmosis y la
salida a la calle.

Variable EA+ EA - TOTAL OR 95% IC
Salen a la calle 21 96 117 2.31 1.03-5.17
No salen calle 10 106 116
Total 31 202 233

P <0.05

OR= Odds Ratio.
95% IC = Intervalo de confianza

Con respecto al sexo, las hembras presentaron 2.5 veces mas probabilidad

de presentar estas enfermedades con respecto a los machos (cuadro 4).

Cuadro 4. Magnitud de asociacién entre los casos positivos a enfermedades
riquetsiales y el sexo.

Variable EA+ EA - TOTAL OR 95% IC
Macho 14 136 150

Hembra 17 66 83 25 1.016 -5.38
Total 31 202 233

EA E. canis, A.platys, A. phago
P <0.05

OR= Odds Ratio.

95% IC = Intervalo de confianza

En las demas variables no se encontré asociacion estadisticamente significativa

con la enfermedad.
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SECUENCIACION

Ocho muestras positivas para E. canis, 2 para A. platys y 1 para A.
phagocytophilum se mandaron secuenciar al laboratorio Eurofins MWG Operon y
al Laboratorio de Ecologia y Enfermedades Infecciosas de la Universidad de
California, Davis. Fueron analizadas con el programa BLAST de National Center
for Biotechnology Information (NCBI), obteniendo una similitud entre 97-99%.
Coincideron en los registros para E. canis EU376112.1, para A. platys
KU500911.1 y para A. phagocytophilum KY458570.1.

Figura 4. Ehrlichia canis EU376112.1
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DISCUSION

Este trabajo representa el primer estudio mediante PCR anidado para la
identificacion de las especies E. canis, A. platys y A. phagocytophilum en muestras
sanguineas de perros del Estado de Sonora. La prevalencia para el género
Ehrlichia-Anaplasma fue de 13.4%, para erliquiosis por Ehrlichia canis fue 7.8%,
para Anapalsmosis por Anaplasma platys de 7.3% y para Anaplasma
phagocytophilum de 0.8%

Actualmente, la prevalencia de la infeccion de E. canis por PCR en el
Estado de Coahuila y Durango fue 4% en una poblacion de 100 perros sanos
infestados con garrapatas (Almazan et al, 2016), la cual es similar a la obtenida
en este estudio de 8%. En Costa Rica se encontré una seroprevalencia para E.
canis de 32.1% en perros, de los cuales mediante PCR, se encontré solo 3.2%
con la bacteria, donde atribuyeron la discrepancia de resultados entre estas
técnicas, es que pudiera estar relacionado al estado de infeccion del perro
(Barrantes-Gonzalez et al, 2016). También en Buenos Aires, Argentina, los
resultados fueron similares, de 223 perros, el 6.7% (15/30) fue positivo para E.
canis y el 7.2% (16/30) para A. platys (Cicuttin 2016). En Uruguay, 4/191 (4.2%)
fue positivo para A. platys, ninguno para E. canis (Carvalho 2017). En Yucatan,
México estimaron un 36% por PCR anidado para E. canis en perros, sin embargo
este porcentaje se encontr6 solo en perros de control animal, ya que los perros de
casa muestreados no presentaron la infeccion por lo que en éstos perros se elevo
hasta el 45% (Path-Na Henry et al 2015).

En este estudio, probablemente, al ser perros con propietario de la zona urbana
de San Luis, el porcentaje de infeccion por fue menor, ya que los perros al andar
en zonas suburbanas pudieran infestarse de garrapatas mas frecuentemente y
contraer la enfermedad. Este estudio difiere de las altas prevalencia para
erliquiosis encontradas en Sudamérica donde hay reportes de hasta 69% en Brasil
(Tanikawa et al 2013), 54% en Colombia (Rojas et al 2013), 47% en Costa Rica
(Romero et al 2011).
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En contraste con Estados Unidos, en el area surcentral, la prevalencia para
la infeccion por E. canis es 0.9 %, A. platys de 2.3% y 0% para A.
phagocytophilum, siendo E. ewingii el agente mas identificado, sin embargo la
garrapata Amblyomma americanum en esa zona es abundante (Little et al, 2010).
En otro reporte en Estados Unidos, Canada y el Caribe, utilizando el SNAP® Multi-
Analyte Assay (SNAP® M-A) (IDEXX Laboratories, Inc. Westbrook, Maine, USA),
en 6582 sueros de perros entre 2008-2010 y 2012, la seroprevalencia en Estados
Unidos fue de 1.8% de infeccion para E. canis, 1.5% para A. platys, 3.4% A.
phagocytophilum, siendo E. Ewingii el agente mas identificado con 3.6%; para
Canada, 3.2% E. canis y 1.8% A. platys, para el Caribe 27.6% y 10.3%
respectivamente (Qurollo et al, 2014).

Es importante tener en cuenta que las infecciones subclinicas y crénicas
no se diagnostican tan facilmente como infecciones agudas cuando se utiliza la
sangre canina para la deteccion de E. canis. Por lo tanto, idealmente, para realizar
PCR se debe considerar utilizar la sangre y los aspirados esplénicos para superar
esta limitacion (Harrus 2004).

Respecto a las coinfecciones, en este estudio, se encontré 19.3% (6/31);
siendo el mas comun E. canis y A. platys con un 12.9% (4/31), seguido de E. canis
y A. phagocytophilum con 3.2% (1/31); asi como A. platys y A. phagocytophilum
3.2% (1/31). No se encontraron coinfecciones con tres agentes. Este porcentaje es
similar con el estudio realizado en Estados Unidos donde se reporta 15.4% de
coinfeccion y 13.3% para un agente (Little et al 2010). En el reporte con péptidos
especificos (Qurollo et al, 2014) las coinfecciones fueron de 4%, dos patégenos
3.1%, tres patdégenos 0.7%, cuatro patdgenos 0.1% y cinco patdégenos 0.05%. De
los cuales, la coinfeccion mas comun fue E. ewingii con E. chaffeensis (1.4%), y la
mas baja E. canis y A. platys (0.3%).

Respecto a los factores de riesgo evaluados, los que tuvieron un nivel de
significancia P <0.05, fueron las hembras respecto a machos (OR 2.5) y el salir a
la calle OR 2.5. Factores como la edad (<1 afo y >1 ano), fumigacion, presencia
de escombro, presencia garrapatas, desparasitacion, si vive dentro o fuera de

casa, si lleva al médico veterinario, si es importante llevar la mascota al médico
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veterinario, emaciacion, claudicacion y depresién, no se observd correlacion

significativa en el presente estudio.

Referente al factor de riesgo por sexo, hay estudios como el de Costa 2007,
donde los machos fueron reportados con una alta asociacion para la
seropositividad para E. canis, ya que al ser preferidos en granjas porque ayudaban
en el trabajo con el ganado y otros animales de produccién tenian mayor
exposicién a los vectores por garrapatas. Tambien Batmax 2001 y Maazi et al
2014 encontraron relacion significativa en los machos. Otros estudios no han
encontrado correlacion entre sexo y la positividad de estas enfermedades
(Carvalho et al 2008, Rodriguez-Vivaz et al 2005; Brandao et al 2015). Sin
embargo, en la revisibn de este trabajo, las hembras fueron estadisticamente
significativas, y por lo que se asocia a la probable llegada de perros machos hacia
la hembra por cuestiones de reproduccion y asi contagiar con el vector y/o por la
salida a la calle de las hembras por la misma razén. Hasta el momento de la
revision bibliografica de este trabajo, solo se encontré un estudio por Dzieguel et al
(2016) con ese factor de riesgo asociado solo a E. canis

La salida o acceso a la calle como factor de riesgo, coincide con otros
estudios realizados (Barrantes-Gonzalez et al 2016), ya que estan expuestos a

adquirir el vector al andar fuera de casa y contagiarse del vector o varios de ellos.
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CONCLUSION

Se identificaron molecularmente mediante PCR anidado las especies
Ehrlichia canis, Anaplasma platys y Anaplasma phagocytophilum en perros con
propietario de la ciudad de San Luis Rio Colorado, Sonora. Las prevalencia
encontrada para Erliquiosis fue de 7.3% y Anaplasmosis fue de 7.8 (A. platys) y
0.8% (A. phagocytophilum). Se considera un porcentaje bajo para erliquiosis
canna ya que es una zona con el clima calido y condiciones favorables para la
bacteria, sin embargo se debe tener en cuenta que algunos perros pueden ser
portadores subclinicos y otros con enfermedad cronica y aunque en estudios de
laboratorio pudieran ser consistentes con erliquioisis, es necesario

complementarlo con otras técnicas diagnosticas.

Aunque no se encontraron prevalencias tan altas como en otras regiones
del pais, o regiones de Sudamérica es importante tomar las medidas preventivas
en las mascotas para que en un futuro dichas enfermedades no puedan
dispersarse en la poblacion canina ademas de considerar el riesgo zoon6tico que

implican.

También se identificaron coinfecciones entre estas especies por lo que el
Médico Veterinario debe considerarlas en aquellos pacientes que pudieran
presentar signologia mas severa o persistente. Se debe tener en cuenta que un
diagndstico fiable debe ser basado en signologia clinica, analisis de laboratorio,
pruebas serologicas y métodos de deteccion molecular en los pacientes ya que no
existe un método Unico que garantice el diagndstico exacto de estas

enfermedades.

Respecto a los factores de riesgo encontrados, la salida a la calle ha sido
identificada en otros estudios, como Movilla en 2016, indico que tienen un riesgo
de infeccion del 42%, ya que estan expuestos a adquirir el vector. Las hembras
como factor de riesgo, no muy reportado a diferencia de los machos que hay mas
estudios, sin embargo en este trabajo, se asocia a probable época reproductiva y

acceso a la calle o acercamientos de perros de la calle para fines reproductivos.
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