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RESUMEN

Introduccién. La ehrlichiosis monocitica canina, es una enfermedad infecciosa
emergente que afecta a humanos y perros, cuyo agente etiolégico es Ehrlichia
chaffeensis, E. ewiingii y E. canis. Los cuales son transmitidos a través de la
mordedura de las garrapatas Ixodes. En México, la seroprevalencia de E. canis
en perros es de 49.3% con mayores cifras en los estados del Noroeste del pais
como Sinaloa, Baja California y Sonora. E. chaffeensis tiene una homologia
genética con E. canis de 96% y con E. ewiingii de 94%. Las tres especies son
patdbgenas para el humano reportandose el primer caso de E. canis en
Venezuela.

Objetivos. Diferenciar mediante biologia molecular  Ehrlichia canis en
humanos, perros y garrapatas; para asi confirmar la presencia de esta
enfermedad posiblemente emergente y zoonética en Sinaloa.

Metodologia. Se realiz6 la extracciéon de DNA con un kit comercial de Qiagen®
a partir de sangre de perros y humanos duefos y trabajadores, asi como de
garrapata para la busqueda de los genes gp36-L 'y 16S rRNA de Ehrlichia spp.
y Ehrlichia canis se realiz6 PCR. Los productos amplificados se purificaron con
el kit gel Extration de Qiagen® para la secuenciacion y con esos resultados se
hizo la busqueda de secuencias homélogas.

Resultados. De 149 perros 41 fueron positivos al gene gp36-L y 25 para el
gene 16S rRNA. De 139 grupos de garrapatas; R. sanguineus, D. variabilis, H.
leporis-palustris e 1. scapularis y Boophiluis spp. estudiados; 32 fueron positivas
para el gene gp36-Ly 29 16S rRNA. En 110 DNA de humanos, 22 fueron
positivas a gp36-L y 12 positivas a 16S rRNA. Las manifestaciones clinicas
presentadas tanto en humanos como perros fueron: fiebre, cefalea, mialgia,
nauseas y vomito. Se encontrd una homologia de 85% (662/770) entre la cepa
Jake de referencia y la secuencia de perro amplificada con un 2%(16/770) de
mutaciones puntuales.

Conclusiones. Este es el primer reporte en el pais en confirmar una zona
endémica de ehrlichiosis monocitica. Se demuestra la transmisibilidad de esta
enfermedad del perro al humano a través de la mordedura de la garrapata. Las
instituciones de salud, médicos y veterinarios deben integrar ésta enfermedad
emergente en el diagnéstico diferencial junto con otras enfermedades
hemorragicas de perros y humanos.

Palabras clave. Ehrlichia canis, zoonosis, perros, garrapatas, humanos.
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ABSTRACT

Introduction Canine monocityc ehrlichiosis, is an infectious emergent disease
that affects humans and dogs. The etiologic agents are Ehrlichia chaffeensis, E.
ewiingii and E. canis. Which are transmitted across the bite of the ticks Ixodes.
In Mexico, the E. canis seroprevalence of dogs is 49.3% with high
seroprevalence in the Northwest states of the country (Sinaloa, Baja California
and Sonora). Three species are pathogenic for the human the first case brought
of E. canis in Venezuela.

Aims: Characterization of Ehrlichia canis in dogs, ticks and human to confirm
the presence of this zoonotic emergent disease in Sinaloa.

Material and Methods: DNA was extracted from blood of dogs, owners,
veterinaries and ticks samples with QIAGEN commercial kit. PCR for the genes
gp36-L and 16S rRNA of Ehrlichia spp. The amplified products were sequenced
and aligned with the Jake strain sequence of the Blast program.

Results In 41/149 ( 27.5%) DNA’s dogs were positive by the gene gp36-L and
25/149 (17.9%) for the 16S rRNA gene. In 29/139 (20.8%) ticks were positive by
the 16S rRNA gene; The positive ticks were R. sanguineus, D. variabilis, H.
leporis-palustris, I. scapularis and Boophyllus spp.;In 22/110 (20%) humans
DNA'’s were positive to the genes gp36-L and 16/110 (16.4%) to 16S rRNA. The
clinical manifestations were fever, headache, myalgia, nausea and vomiting
similar. The seven sequences of dogs shows 85 % homology with 16 punctual
mutation and 2% deletion with the reference.

Conclusions Is the first report in the country that confirm an endemic zone of
Monocytic Ehrlichiosis. We are demonstrating the transferability of this disease
of the dog to the human by the bite of the tick. The institutions of health, doctors
and veterinarians must integrate this emergent disease in the differential
diagnosis with other hemorrhagic diseases of dogs and humans.

Keys words. Ehrlichia canis, zoonotic, humans, dogs, tick.
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I. INTRODUCCION

La ehrlichiosis monocitica canina (CME), es una enfermedad emergente de
distribucion mundial, cuyo agente etiolégico es la bacteria Ehrlichia canis, y
transmitida por la mordedura de la garrapata Rhipicephalus sanguineus
(Birchard y Sherding, 1996). La distribucion de la ehrlichiosis canina esta
relacionada con la distribucién del vector. Se ha reportado su presencia en
cuatro continentes incluyendo Asia, Africa, Europa y América (Waner y Harrus,
2004), la cual prolifera en regiones tropicales y subtropicales (Rodriguez-Vivas
et al., 2005).

La seroprevalencia de E. canis en perros es variable en el continente
Americano, en Estados Unidos de América es de 0.6% (Bowman et al., 2009)
mientras que en México es de 49.3% (Nunez, 2003).

En los ultimos 50 afos han sido descritas nuevas especies de Rickettsias
patogenas para el humano. En 1955 se describi6 la primera especie de
Ehrlichia (actualmente Neorickettsia sennetsu) que produce enfermedad en
humanos (Lopez et al., 2003). Desde entonces diferentes especies de Ehrlichia
han sido reportadas en reservorios y garrapatas, de las cuales Ehrlichia
chaffeensis, E. ewiingii, N. sennetsu, Rickettsia rickttesii y Anaplasma
phagocithophilum son de mayor importancia patégenas para el hombre (Waner
y Harrus, 2004).

Actualmente E. chaffeensis, agente causal de Ehrlichiosis Monocitica
Humana (HME) (Pérez et al., 2006) es la mas reportada en Estados Unidos de
Norteamérica con 471 casos en 2005 (Dumler et al., 2007). Se transmite por
las garrapatas Amblyomma americanum, Dermacentor variabilis e Ixodes
scapularis, las cuales también transmiten otras enfermedades emergentes
como la enfermedad de Lyme (Gdngora et al., 1999; Gordillo et al., 2009).

Ehrlichia chaffeensis causa al humano las mismas manifestaciones clinicas
que E. canis en los perros; ambas especies estan estrechamente relacionadas,
reportandose el primer caso de ehrlichiosis humana por E. canis en Venezuela
en un paciente asintomatico y posteriormente en un paciente con
manifestaciones clinicas (Unver et al., 2001, Stich et al., 2002 y Pérez et al.,



2006). La ehrlichiosis canina tiene tres fases (aguda, subclinica y crénica) y las
manifestaciones clinicas varian desde leves a graves con una letalidad del 46%
en su fase cronica (Gal et al., 2008).

El diagnédstico de E. canis, se basa en la visualizacién de la moérula en los
monocitos circulantes, deteccidbn del aumento de anticuerpos en suero
mediante inmunofluorescencia indirecta, Western Blot o la demostracion del
DNA bacteriano mediante la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR),
aunque las técnicas de biologia molecular han mostrado ser mas especificas
que las pruebas seroldgicas (Waner y Harrus, 2004).

Ehrlichia canis se ha reconocido como una especie potencialmente
zoondtica que se transmite por la mordedura de la garrapata R. sanguineus. El
hospedero natural de éste vector es el perro. Se tiene que considerar el papel
de los perros como probables centinelas de la enfermedad; es importante
conocer si la mascota contagiada puede favorecer la infeccidén de su propietario
en cualquiera de las tres fases de la enfermedad y convertirse asi, en un serio
problema de salud publica y veterinaria.

El objetivo de este trabajo fue el de diferenciar mediante biologia molecular
E. canis en humanos, perros y garrapatas, mediante las técnicas de PCR vy
secuenciacién de los genes gp36-L y 16S rRNA para determinar género y

especie respectivamente.



Il. REVISION DE LITERATURA

2.1 Generalidades de la ehrlichiosis canina

La ehrlichiosis canina es una enfermedad ampliamente distribuida, se ha
reportado en los Estados Unidos de Norteamérica, paises Africanos del Norte y
Sur, Europa (McBride et al., 1996) y México (Nufiez, 2000). Es también llamada
“Enfermedad del perro rastreador”, “Pancitopenia canina tropical’, “Fiebre
canina hemorrdgica” y “Tifus canino” (Birchard y Sherding, 1996).

Ehrlichia canis fue identificada por primera vez en 1935, en el Instituto
Pasteur de Argelia por Donatien y Lestoquard, tras observar que algunos
perros alojados en sus instalaciones e infestados por garrapatas desarrollaban
un proceso febril agudo que cursaba con anemia. En las extensiones
sanguineas de los perros afectados, observaron unos pequefos
microorganismos en el interior de los monocitos, creyendo se trataba de alguna
especie de Rickettsia. Inicialmente el microorganismo recibié el nombre de R.
canis. Moshkovskii sustituyé en 1945 ese nombre por el actual E. canis, como
reconocimiento a Paul Ehrlich; bidlogo aleman. A pesar de que la ehrlichiosis
era conocida desde la década de los 30°s, los investigadores intensificaron su
atencién tras la aparicion de brotes epizodticos en perros de las fuerzas
armadas norteamericanas (Goddar, 2000).

En Japén fue descubierto el primer agente ehrlichial en humanos por Misao
y Kobayashi en 1955. El sindrome producido por este agente fue llamado fiebre
de Sennetsu (Neorickttsia sennetsu), semejante a la mononucleosis. Esta
especie se encuentra filogenéticamente relacionada con N. risticii, causante de
la fiebre equina del Potomac y algunas infecciones en perros (Lépez et al.,
2003).

En 1986 la ehrlichiosis humana fue diagnosticada por primera vez fuera de
Asia, en los Estados Unidos de Norteamérica la cual era una enfermedad
desconocida producida por un organismo intimamente relacionado con E.
canis. En 1990, con motivo de practicas militares que realizaban en Fuerte
Chaffee, Arkansas donde quince miembros de la Guardia Nacional del Estado

de lowa presentaron sintomas parecidos a una rickettsiosis humana transmitida



por garrapatas, denominada fiebre manchada de las montanas rocosas. Los
sintomas mas frecuentes fueron: fiebre, cefalea, mareos, nauseas y en algunos
casos erupciones cutaneas. Los organismos causantes fueron aislados e
identificados como una nueva especie de Ehrlichia, a la que se denomin6 E.
chaffeensis (Dawson et al., 1991).

El primer caso de ehrlichiosis humana en México se reporté en 1999, en
Mérida, Yucatan; en el cual se identificaron anticuerpos contra E. chaffeensis
mediante Inmunofluorescencia indirecta (Géngora et al, 1999).

2.2 Epidemiologia mundial de ehrlichiosis

Los Estado Unidos de América ha reportado dos especies zoondticas: E.
chaffeensis y E. ewiingii, en el cual varios estudios muestran semejanzas entre
las manifestaciones clinicas producidas por varias especies de Ehrlichia como
son: fiebre, trombocitopenia, depresion y anorexia, asi como el reporte del
primer caso en humano causado por E. canis en Venezuela que sugieren a
estas dos especies son organismos muy proximos a la especie de Ehrlichia que
infecta a los canidos (Perez et al., 2006).

Estudios seroepidemiolégicos realizados en diferentes partes del mundo
muestran una prevalencia alta a E. canis. En Estados Unidos de América;
Bowman y et al, (2009) reportaron una seroprevalencia nacional de
anticuerpos contra E. canis del 0.6% con un tamano de muestra de 982 mil
perros; observando la mayor prevalencia en el sureste (1.3%) y el resto
semejante a la media en el noreste (0.3%), medio oeste (0.4%) y oeste (0.6%).
En América latina, paises como Cuba han presentado una seroprevalencia de
82.5% (Lebn et al, 2008); Chile de 35% (Lépez et al., 2003); Brasil 23% (Trapp
et al., 2006). Otros paises en los cuales se ha reportado la seroprevalencia de
E. canis, son Tailandia con 71% (Suksawat et al., 2001); Senegal 53% (Parzy
et al., 1991), Tunez 49% (Ghorbel et al., 1994) y Suiza 2.2% (Pusterla et al.,
1998).

2.2.1 Epidemiologia de ehrlichiosis canina en México
En México se reporta el primer caso de ehrlichiosis canina por Garcia en

1996. En el 2000, la encuesta nacional seroepidemiolégica en perros reportd



una seroprevalencia de 33.1% mediante la prueba de ELISA, los estados del
Noroeste del pais como: Baja California (70.2%), Sonora (61.5%), Tamaulipas
(49.7%), Baja California Sur (49.1%) y Sinaloa con 48.3% presentaron los mas
altos niveles de anticuerpos (Nunez, 2000). En dos estudios posteriores en
Mérida, Yucatan se reportdé una seroprevalencia de 44% por medio de ELISA
(Rodriguez—Vivas et al., 2005) y 8.7% mediante Inmunofluorescencia indirecta
(Jiménez et al., 2008), respectivamente. En la zona noroeste del pais durante
el 2007 se reportaron 2 estudios serologicos, el primero en Mexicali, Baja
California con una seroprevalencia de 49.3% (Tinoco et al., 2007) y el segundo
en Sinaloa con 74.5% (Sosa, 2007); mostrando una seroprevalencia mas alta
en ambos casos que la reportada 7 anos atras por Nufiez.

2.3 Taxonomia

La clasificacion taxonémica de este microorganismo ha experimentado
variaciones a medida que se profundiza en su estudio. En la nomenclatura
anterior, la tribu se clasificaba dentro de la familia Rickettsiaceae del orden
Rickettsiales (CDC, 2000). Los recientes estudios genéticos y moleculares
sobre la secuenciacién del gene 16S rRNA, ha sugerido la reorganizacion
(Figura 1) dentro del orden Rickettsiales. Se propuso la sustitucion de la tribu
Ehrlichieae por la familia Anaplasmataceae y la reorganizacion de las ya
existentes, resultando 4 géneros: Anaplasma, Neorickettsia, Wolbachia y
Ehrlichia. El género Cowdria, con su unica especie Cowdria ruminantium
cambia para ser denominada E. ruminantium (Dumler et al., 2001).

El género Anaplasma reagrupa de un modo subjetivo las especies E.
phagocytophilum, E. equi y el agente causante de la Ehrlichiosis Granulocitica
Humana (EGH) en una sola especie Anaplasma phagocithophilum. E. platys
como A. platys. Neorickettsia aumenta en numero, incluyendo a las especies E.
sennetsu y E. risticii reconociéndose como: N. sennetsu y N. risticii,
respectivamente. En el género Ehrlichia, quedan las especies E. canis, E.
chaffeensis, E. muris, E. ewingii y E. ruminantium. Wolbachia tiene una sola

especie; W. pipientis (Dumler et al., 2001).



Figura 1. Arbol filogenético de la Familia Anaplasmataceae basado en la secuencia del
gene 16S rRNA (CDC, 2009).
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2.3.1 Caracteristicas morfoldgicas de E. canis

Ehrlichia canis es una a-proteobacteria, Gram negativa de forma cocoide.
Dentro de su ciclo se pueden distinguir diferentes formas como cuerpos
elementales, que tienen un diametro de 0.50 a 0.90 um y se divide por fisién
binaria para dar lugar a los cuerpos iniciales de 1.5 a 2.5 ym, que a su vez se
dividen produciendo las tipicas “mérulas” formadas por mas de 40 cuerpos
elementales que pueden llegar a tener un tamano de 4 a 5 ym. La forma de
“morula” es una caracteristica definida de este grupo de bacterias patégenas.
(Sainz et al., 2003).
2.3.2 Genoma de E. canis

La secuencia genémica completa de E. canis ha sido publicada y consiste;
en un cromosoma circular de 1, 315,030pb que codifican un total de 984 genes
de los cuales incluyen: 925 proteinas, 40 especies de RNA estables, ademas
de 17 pseudogenes y una proporcion de secuencias no codificantes (27%
genes). Algunos genes asociados con la interaccion hospedero - patégeno han
sido identificados, incluyendo un pequefio grupo de proteinas (n =12) con



repeticiones en tandem y otro grupo de proteinas codificantes con dominios
homologos a la anquirina eucariota (n = 7). Los genes 5Sy 23S rRNA forman
un operon, mientras que el gen 16S rRNA esta separado por +0.8mb. Esta
caracteristica no es comdn en un genoma bacteriano, el cual tiene uno o
multiples copias de operones rRNAs en 16S, 23S y 55 (Mavromatis et al.,
2006). El gen 16S rRNA, es una zona altamente conservada de 14 kb, Siarkou
et al., en el 2007 reportan que las secuencias de cepas encontradas en Grecia
tenian una homologia del 100% con las cepas encontradas en América

(Venezuela y Brasil), asi como Europa (Grecia), y Asia (Tailandia y Turquia).

2.4 Mecanismo de Transmision

Ehrlichia canis es transmitida por un vector artrépodo de la clase Arachnida
de la subclase Acari del orden Ixodida de la familia Ixodida, género
Rhipicephalus y especie sanguineus. Esta garrapata tiene tres estadios de
maduracién (larva, ninfa y adulto macho o hembra) de los cuales solo el estado
adulto transmite la bacteria. E. canis se disemina desde el intestino de la
garrapata y pasa a las glandulas salivales y esta al alimentarse inyecta las
secreciones contaminadas al hospedero por via mecanica. Una segunda via de

transmision es la transfusion sanguinea (Waner y Harrus, 2004).

2.5 Distribucion de la Familia Ixodidae

Las garrapatas de la familia Ixodidae se distribuyen en todo el mundo,
incluyendo las zonas antarticas, pero encontradas facilmente en las regiones
tropicales y subtropicales. Son parasitos obligados preferentemente de
vertebrados, siendo vulnerables los mamiferos, quienes por su temperatura,
olor y fuente de nutrientes son altamente atractivos para estos (Schmidt y
Roberts, 1981). Sin embargo, también son susceptibles de ser parasitadas
aves, reptiles y anfibios.
2.5.1 Importancia Médica y Veterinaria

La principal importancia de las garrapatas se debe a que actian como
reservorios y vectores de organismos patdgenos, los cuales son transmitidos a

los vertebrados durante la alimentacion o indirectamente por contacto con los



fluidos de las glandulas coxales y heces (Vazquez, 1987). Las “garrapatas
duras” o Ixodidae actian como vectores o transmisores de una amplia gama de
agentes patdgenos para sus hospederos, como son: virus (encefalitis),
rickettsias (fiebre Q, fiebre de las montafas rocosas, ehrlichiosis o
anaplasmosis), bacterias (tularemia), espiroquetas (enfermedad de Lyme),
protozoarios (piroplasmosis canina), etc. La relacion que existe en cada
especie con la ehrlichiosis, se compara si las garrapatas identificadas se han
reportado como vectores potenciales o0 como vectores competentes (si se han
encontrado formando parte de un ciclo enzo6tico naturalmente) asi como si sus
huéspedes han sido reportados como reservorios potenciales o competentes.

La “garrapata tropical del ganado” o Rhipicephalus (Boophilus) microplus
(Canestrini 1887), esta ampliamente distribuida por todo el mundo, incluyendo
México; en donde Durango, Chihuahua y Sonora no han reportado su
presencia (Hoffmann y Lépez-Campos, 2000). Parasita al ganado equino y
bovino, aunque tambien se le encuentra en perros, ovejas y raramente en el
hombre y animales salvajes. Es un vector de B. bigemina, B. ovis, A. marginale
y Theilleria equi (Guerrero et al., 1986).

La llamada “garrapata canina americana” o D. variabilis (Say 1821) se
encuentra en el este de las montanas Rocosas, asi como en la costa del
Pacifico. En México se ha reportado en Chiapas, Hidalgo, Edo. de México,
Oaxaca, Puebla, San Luis Potosi, Sonora, Tamaulipas, Tlaxcala y Yucatan. El
hospedero predilecto para los adultos es el perro, pero se alimenta
indistintamente de grandes mamiferos (Hoogstraal, 1972; Hoffmann y Lépez-
Campos, 2000). Parasitan con frecuencia a humanos que realizan actividades
al aire libre. Recientemente se demostré6 de manera experimental que la
garrapata D. variabilis, en estado de ninfa es capaz de transmitir E. canis
(Bowman et al., 2009).

En las regiones faunisticas neartica y neotropical Haemaphysalis leporis-
palustris (Packard 1869) es un parasito de conejos tanto silvestres como
domésticos. Es el principal reservorio de la tularemia en Alaska (Hopla et al.,
1994). Se tienen datos de distribucion que hacen suponer que se encuentra

practicamente por todo el pais (Hoffmann y Lopez-Campos, 2000).



Ixodes scapularis (Say, 1821) la reportan para los Estados de Tamaulipas,
Jalisco Coahuila y Oaxaca (Hoffman y Lopez-Campos, 2000, Guzman et al.,
2007 y Gordillo et al., 2009) sobre perros, ganado y Felis pardalis. Es el
principal vector de Borrelia burgdorferi agente etiolégico de la Enfermedad de
Lyme (Gordillo et al., 2009).

En el cuadro 1, se muestra la distribucién geografica de las diferentes
especies de Ehrlichia, enfermedades que transmiten, hospederos y vectores

asi como las células que afectan.

Cuadro 1. Distribucién de las diferentes especies de Ehrlichia, enfermedades que
transmiten, vectores, hospederos susceptibles y células afectadas.

Especie Distribucion Vector Leucocitos  Huésped

(Enfermedades) geografica infectados
Monocitica
E. canis Mundial, tropical Rhipicephalus Monocitos Canidos
(Ehrlichiosis Monocitica y templado. sanguineus
canina)
E. chaffensis (Ehrlichiosis EUA Amblyomma monocitos, = Humanos,
monocitica humana) americanum neutrdfilos y perros y

Dermatocentor linfocitos venados
variabilis

Ehrlichiosis humana Venezuela - monocitos Humanos
Venezolana
N. sennetsu (Fiebre Occidente de - monocitos Humanos
sennetsu) Japoén, Malasia
N. risticii EUA, Canada - monocitos Caballos
Granulocitica EUA A. americanum eosindfilos Perros 'y
E. ewiingii (Ehrlichiosis Otobius megnini  neutrdfilos, humanos.
granulocitica canina) ’
Otros Africa sub- A. hebraeum endoteliales, Ganado
E. ruminantium Sahara macroéfagos,
(hidropericardio) neutréfilos

- Aln se desconoce el vector.

2. 6 Morfologia de R. sanguineus

La garrapata R. sanguineus es de tamafo pequefio a mediano. Ambos
sexos presentan un color marrén oscuro, sin ningun tipo de ornamentacién. Los
palpos son cortos y el gnatosoma posee prominentes angulos laterales que le
confieren una forma hexagonal; los ojos sencillos son ligeramente convexos,
los estigmas respiratorios en forma de coma; Coxa | con dos espolones

grandes de tamano similar. EI macho tiene escudo que cubre por completo la



parte dorsal, con tres surcos profundos en la parte posterior, en la parte ventral
tienen una placa bien desarrollada y otra accesoria, menos evidente a cada
costado del ano. La hembra cuenta con un escudo dorsal que cubre hasta el
primer tercio del cuerpo, mas largo que ancho y se angosta en la regién post-
ocular. Una hembra ingurgitada pesa de 100 a 250 mg, el tamafo aproximado
de una hembra en ayuno es de 1,5 a 2,0 mm de ancho y de 3,0 a 4,0 mm de
largo (Guglielmone et al., 2009).
2.6.1 Ciclo de vida de R. sanguineus

El ciclo de R. sanguineus incluye la interaccién con tres hospederos, las
mudas ocurren fuera de estos. Bajo condiciones climaticas favorables las
larvas y ninfas se alimentan sobre los perros por un periodo de 3 a 7 dias,
respectivamente; en tanto que las garrapatas hembra necesitan de 7 a 12 dias
para completar su alimentacion. Los machos pueden permanecer por mas
tiempo sobre el hospedero. Los sitios preferidos de fijacion sobre el perro son
las orejas, el cuello, dorso, cabeza y espacios interdigitales. La muda de larva a
ninfa dura de 8 a 11 dias de duracién, la muda de ninfa a adultos requiere de
11 a 23 dias. El conjunto del periodo de pre-ovoposicion y ovoposicion puede
alcanzar 17 a 27 dias en las cuales pueden ovopositar alrededor de 3000 a
4000 huevos. En su etapa adulta puede sobrevivir de 155 a 568 dias sin
alimentarse y transmitir la infeccién durante 155 dias después de infectarse. La
segunda generacién de garrapatas no puede transmitir la enfermedad debido a
que no hay transmisién transovarica. Las garrapatas son mas abundantes
durante la primavera-verano y la mayoria de los casos agudos ocurren durante
este periodo (Guglielmone et al, 2009). Es incierto lo que ocurre en la
garrapata, Ehrlichia spp, entra a la garrapata

2.7 Patogénesis

Después de ingresar al hospedero inicia el periodo de incubacion de 8 a 20
dias durante el cual la bacteria adopta tres formas dentro de los leucocitos. La
forma de Ehrlichia spp. inicialmente es esférica con un diametro de 1.5 a 2.5
um, la cual se multiplica a lo largo de la membrana del leucocito uniéndose una

con otra formando la mérula. Las inclusiones de la mérula fuera del citoplasma
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del leucocito se disocian dentro de los granulocitos. Las células infectadas
tipicamente contienen solo una o dos mérulas, sin embargo son se han llegado
a observar hasta 15 moérulas en monocitos de perros inmunodeprimidos. En la
fase aguda de la infeccién que ocurre en la siguientes 2 a 4 semanas los
organismos se multiplican en las células fagociticas mononucleares que estan
circulando sin llegar a higado, bazo y nédulos linfaticos. Las células infectadas
son transportadas por la circulacion sanguinea al resto del cuerpo con
predileccion a los pulmones, rifiones y las meninges (Waner y Harrus, 2000).
Entre el 70 al 80% de los casos desarrollan una bacteremia persistente y los
signos clinicos pueden estar ausentes o presentarse de forma leve o grave
(Waner y Harrus, 2000). Todas las etapas se caracterizan por la persistencia
de trombocitopenia.

_— .
) Garrapata , "
'\, Infectada = i /' Sangre Replicacién en

i — ® 2
1 Incubacién | - Monocites
| 8-20dias « | y

SRR - -
1

La garrapata se . l ole|be Fase Subclinica Fase Aguda
alimenta del Diseminacién du
perro enfermo Ehrlichia canis

en intestino

de garrapata

Persistencia
Fase Subciinlca en Bazo
G Diseminacién en
Mesns o afios Bazn?, }!igadn y
5 G. Linfaticos.
Fase Crénica I

Portador Sano
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Tratamiento

Y
e ) Epislax_is
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Figura 2.Patogénesis de Ehrlichia canis (Sosa, 2007).

El patdégeno invade y prolifera en las células de endotelio de vasos
pequenos, produciendo focos de destruccién. El dafno vascular produce dos
fendbmenos:

a) Consumo, secuestro y destruccidén de las plaquetas que da como resultado
trombocitopenia la cual se observa durante las tres fases de la enfermedad.
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b) Incremento en la permeabilidad vascular, edema, hipotensién e hipovolemia,
ademds, las células endoteliales incrementan significativamente su nivel de
superoxido (Zavala et al., 2004).

El conteo de los leucocitos es variable, asi como la anemia que puede
desarrollarse. Después de 6 a 9 semanas los perros infectados eliminan la
bacteria independientemente de la via con la cual se infectaron, si es
inmunocompetente. Los perros que no pueden montar una respuesta inmune
efectiva, hacen que esta infeccion entre a una fase crénica en la cual se
observa hasta un 46% de letalidad debido a la hemofagocitosis y estenosis
micro vesicular en el higado, hemorragias difusas que afectan al rifién, vejiga,
diafragma y meninges, la invasion de la bacteria en érganos como: bazo,
noédulos linfaticos, médula Osea, ademas de las infecciones bacterianas
secundarias (Bockino et al., 2003), aunque se han detectado mérulas en menor
abundancia células mononucleares o peri vasculares infiltradas en cerebro,
corazén, pancreas, glandulas adrenales, tracto intestinal, ovarios y tejido
conectivo (Gal et al., 2007).

Como muchos aspectos de la patogénesis de ehrlichiosis canina no han sido
entendidos del todo, se desconoce también los mecanismos del sistema
inmune que es seguido después de la infeccion. El sistema humoral y la
inmunidad celular mediada no han sido establecidos pero ambos parecen jugar
un papel importante contra la defensa del patégeno. Debido a que ehrlichia es
un patdégeno intracelular, es de intuir que la inmunidad celular es un claro
componente para el éxito de esta bacteria. Este paradigma sugiere que en
pacientes con alguna enfermedad inmunocomprometida cause la forma fatal de
la enfermedad, mientras que en perros en el proceso de recuperacién se

observe una linfoproliferacién marcada. (Paddock y Childs, 2003).

2.8 Presentacion clinica
La ehrlichiosis canina puede presentarse con una amplia variedad de
manifestaciones clinicas sin predileccion de sexo, edad ni raza y se manifiesta

clinicamente en tres fases; aguda, subclinica y crénica (Vinasco et al., 2007).
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2.8.1 Fase aguda

Es comun encontrar garrapatas en el perro. Los signos varian de leves y no
especificos, hasta comprometer la vida. Después del periodo de incubacién (8
a 20 dias), los perros entran en la fase aguda con duracién de dos a cuatro
semanas. Presentan manifestaciones clinicas inespecificas como: depresion,
letargia, anorexia, fiebre, linfadenomegalia, esplenomegalia, pérdida de peso,
nauseas, vomito, disnea y claudicacion. Pueden presentar tendencia al
sangrado como: petequias y equimosis en la piel o membranas mucosas, y
ocasionalmente epistaxis (McBride et al., 2007).

Existen manifestaciones oculares, aunque estas no son muy frecuentes e
incluyen uveitis anterior y opacidad corneal con depésitos de precipitados
celulares; hipema, tortuosidad de vasos retinales y lesiones focales. Puede
haber desprendimiento de retina y ceguera debido a hemorragias subretinales
(Waner y Harrus, 2004). Pueden presentar manifestaciones neurolégicas
debidas a la meningitis por inflamacién, hemorragias o ambas, lesiones
endoteliales o trombosis; ocurre disfuncion neurolégica con dafno del tejido
nervioso central o periférico adyacente, se han observado convulsiones,
estupor, ataxia con disfuncion aguda central o periférica, disfuncién cerebelosa,
temblor de intensidn e hiperestesia generalizada o localizada.

En ocasiones, los pacientes pueden presentar cojera con marcha rigida
secundaria a poliartropatia, que puede ocurrir por hemartrosis o depdsito de
complejos inmunitarios con artritis e infiltracion leucocitaria en la articulacién.
La fase aguda suele resolverse en forma esponténea o iniciar la fase subclinica
de 7 a 12 semanas, € incluso anos después de cuando esta se dié de manera
natural (Neer, 2000).

2.8.2 Fase subclinica

Durante este periodo se normaliza el peso y se resuelve la pirexia; desde el
punto de vista clinico el paciente parece normal (Neer, 2000), solo se presenta
trombocitopenia moderada (Rikihisa, 1991; Bulla et al, 2003), leucopenia,
anemia variable y persistente (Igbal et al,, 1994). Si los pacientes infectados
son inmunocompetentes eliminaran la bacteria; de no ser asi, se presenta la

fase crénica de la enfermedad.
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2.8.3 Fase cronica

Es caracterizada por deterioro de la produccién medular de elementos
sanguineos que da por resultado hemorragias, epistaxis, edema periférico méas
visible en las extremidades posteriores, emaciacion e incluso llegar al choque
hipovolémico causando la muerte. Los hallazgos hematoldgicos caracteristicos
son: trombocitopenia severa, leucopenia e hipergamaglobulinemia. Los perros
pueden estar en la fase crénica de la enfermedad y mostrar signos clinicos
hasta 5 anos después. Los canidos salvajes y domésticos han sido
considerados como reservorio de la enfermedad; presentando una tasa de
letalidad del 46% (Rikihisa, 1991).

La gravedad de la enfermedad puede estar afectada por los siguientes
factores:
1) Infecciones concomitantes transmitidas por la misma garrapata (Waner y
Harrus, 2004) como babesiosis causada por Babesia canis (Sosa et al., 2009) y
Babesia vogeli, en un 14.2% (Trapp et al., 2006); anaplasmosis causada por
Anaplasma spp 4.3% (Georges et al., 2008) en Estados Unidos de América o
enfermedad de Lyme producida por B. burgdorferi, 6.7% (Bowman et al.,
2009).
2) Estado inmunitario del perro que permite la concurrencia de otras
infecciones adicionales (Sainz et al., 2003).

2.9 Manifestaciones clinicas de ehrlichiosis en humanos

Las manifestaciones clinicas de ehrlichiosis monocitica humana aparecen
dos semanas después de la mordedura de la garrapata. Se caracteriza por
fiebre, mialgia, cefalea, agotamiento o malestar general, dolor de espalda,
exantema, escalofrios, nauseas, vémito, diarrea, tos y dolor abdominal. Un
gran porcentaje de pacientes presentan leucopenia o trombocitopenia y
algunos, anemia. Las transaminasas hepéaticas (aspartato, animotransferasas y
alanina aminotransferasas), lactato deshidrogenasa y proteina C reactiva a
menudo se encuentran elevadas (Adrianzen et al., 2003).

Existen condiciones que pueden hacer mas susceptible al hospedero como:

edad, estado nutricional, una variedad de trastornos relacionados con
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enfermedades inductoras de inmunodeficiencia como cancer y otras
enfermedades infecciosas como puede ser VIH, alteraciones metabdlicas,
trastornos laborales, psiquicos o de estrés, que ocasionan un déficit secundario
de la inmunocompetencia, ademas de enfermedades infecciosas oportunistas
(neumonia micotica), que pueden llevar a la muerte al paciente (Tami y Tami-
Maury, 2004; Oteo y Brouqui, 2005).

2.10 Métodos de Diagndstico

Varias técnicas han sido utilizadas para el diagnéstico de la enfermedad, las
mas frecuente son la visualizacién directa de la mérula en frotis y evaluaciones
serologicas en conjunto con los signos clinicos (Vinasco et al., 2007 y Sosa,
2007), asi como los hallazgos hematoldgicos y bioquimicos (McBride et al.,
1996). La utilizacion de técnicas seroldgicas ha sido una herramienta basica en
el diagnéstico, aunque solo describe la presencia de un agente etioldgico, entre
los géneros Anaplasma/Ehrlichia, y las reacciones cruzadas entre las diferentes
especies de Ehrlichia como: E. ewiingii, E. muri o E. chaffeensis con E. canis
(Oteo y Brouqui, 2005; Georges et al., 2008; Bowman et al, 2009). Las
herramientas moleculares como la PCR y secuenciacion de diferentes genes
como 16S rRNA principalmente, han sido utilizadas. La primera ha probado ser
un método sensible y especifico para el diagnéstico, y la segunda mediante la
secuenciacién permite diferenciar entre las especies de Ehrlichia e identificar
entre diferentes cepas de E. canis (Vinasco et al., 2007). En el cuadro 2 se
muestran las diferentes técnicas utilizadas con su especificidad y sensibilidad.

Cuadro 2. Antecedentes de sensibilidad y especificidad de diferentes técnicas
diagnésticas utilizadas para Ehrlichia canis.

Material IFA ELISA PCR
Biologico
s* E** S* E** S* E**
Sangre 90-100 95 54-73 37-79 89-100 90-100
Garrapata 80-90 70 20-30 10-15 80-100 90-100
Tejidos (higado,
bazo y médula 70-90 95 50-60 60 80-100 90-100
Osea)

* Sensibilidad **Especificidad. Mod. de Bélanger et al., 2002 y Aguero et al., 2002.
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2.10.1 Técnica de frotis sanguineo

Se puede observar E. canis en los monocitos circundantes
fundamentalmente, ademas de la médula 6sea, sinusoides hepaticos y/o
esplénicos, e incluso en las células del liquido cefalorraquideo (Oteo y Brouqui,
2005) con tincién de Wright, la moérula de Ehrlichia spp. se presenta de una
coloracion azul violacea bien definida, redondeada de un extremo y ovalada del
otro, los cuerpos se encuentran en forma de vacuolas en las células
mononucleares (Bockino et al., 2003 y Tami y Tami-Maury, 2004). El
diagnédstico definitivo de ehrlichiosis se hace mediante de los cuerpos de
inclusién, aunque estos solo aparecen durante la fase aguda de un 4 a 25% de
los casos, por lo que son muchos los pacientes en los que no se visualizan
(Sainz et al., 2003 y Waner et al.,, 2004 y Sosa, 2007). Como el numero de
monocitos infectados es bajo, las células examinadas deben ser mayor a 500
(Blevins et al., 2008). Existen dos técnicas: frotis de sangre periférica, donde en
casos de intensa bacteriemia es posible ver mérulas en los monocitos
circundantes, y de capa blanca concentrada donde solo se observan células

blancas sanguineas (Tami y Tami-Maury, 2004).

2.10.2 Técnica de Inmunofluorescencia Indirecta (IFA)

El diagnéstico mediante IFA, se ha convertido en la prueba estandar de
clinicas veterinarias de estados Unidos de Norteamérica y Europa para la
deteccidn de anticuerpos contra esta enfermedad.

Sus desventajas son las siguientes: a) Los anticuerpos IgM e IgG, son
detectables hasta la tercera semana de la infeccion (McBrige et al., 1996). Con
esto, la interpretacion de los resultados puede caer en falsos negativos o falsos
positivos (McBride et al., 2000). La informacion otorgada mediante esta técnica
serologica es solo usada para sustentar la sospecha clinica, y se le denomina
caso compatible (Lépez et al, 2003). b) La prueba de IFA tiene baja
especificidad, con las diferentes especies de Ehrlichia, ya que existe reaccion
cruzada entre E. canis y diferentes especies como E. chaffeensis, E. ewiingii y
A. platys (Breitschewerdt et al., 1998; McBride et al,. 2000; Pérez et al., 2006),

16



en areas endémicas donde se puede confundir el diagnéstico y solo llegar a
género (Sainz et al., 2003).
2.10.3 Cultivo Celular (CClI)

Esta ha sido una técnica alternativa para el diagnéstico en sangre, es muy
sensible y especifica. Sin embargo, requiere entre 1 a 4 semanas para obtener
los resultados, siendo una limitante para su utilizacion en laboratorio de cuarto
nivel (McBride et al., 1996).

2.10.4 Técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

El DNA de E. canis ha sido demostrado mediante PCR en muestras de
sangre, medula 6sea, bazo, higado, rifiones, nodulos linfaticos de perros
infectados (Gal et al., 2008) y en la garrapata (Stich et al., 2002). Pérez y col.
(2006), sugiere que la técnica de PCR es mas apropiada para determinar la
presencia de E. canis en humanos y perros que la técnica de IFA, por su mayor
especificidad. La PCR para diagnéstico es de gran importancia y se han
utilizado diferentes iniciadores (cuadro 3). La serologia no diferencia entre una
infeccion latente o anterior a la exposicion de Ehrlichia spp. dada la
complejidad del diagnostico seroldgico, la disponibilidad de datos objetivos
adicionales es recomendable. En conjunto, las manifestaciones clinicas,
serologicas y evidencia molecular de E. canis son importantes para su

diagnéstico (Vinasco et al., 2007).

Cuadro 3. Iniciadores utilizados con diferentes genes y muestras de tejidos y sangre
para Ehrlichia canis.

Autor Nombre del Secuencias Tipo de

gen muestra

Igbal et al., 1994 16S rRNA A17 EC3 Sangre

McBride et al., 1996 16S rRNA EC1- EC2y ECP1 - HE3 Sangre
Unver et al., 2001 16S rRNA A17 - 817Ry 750F - EC3 Sangre y
garrapatas

Warner y Dawson, 16S rRNA 15F- 842R y 537F-1442R Sangre

1996.
Carvalho et al., 2008 16S rRNA ECC ECB HE3 Sangre
Zhang et al., 2008 Gp36-L P19F- P19R y P36F-L - Sangre
P36R-L
Gal et al., 2008. 16S rRNA ECA —HE3 y EHR16SD — Tejidos
EHR16SR
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Los métodos de extraccion y purificacion de DNA incluyen una disrupcién
de las células, inactivacion de RNAsas y/o DNAsas con sales caotropicas,
degradacion de proteinas con proteinasa K, extraccién del DNA con fenol-
cloroformo y precipitacién con alcoholes; etanol o isopropanol (Picazo y Ortiz,
1999).

2.10.5 Secuenciacion

Este método permite conocer la secuencia exacta de los genes, la distancia
entre las diferentes genoespecies y subtipos para conocer la variabilidad
intraespecie de las bacterias presentes en humanos, perros y garrapatas.

El gene 16S rRNA ha sido secuenciado en su totalidad, siendo uno de los
mas conservados, indicando el 100% de identidad entre algunas cepas de
América (Venezuela y Brasil), Europa (Grecia), y Asia (Tailandia y Turquia); por
lo cual es una poderosa herramienta para la identificacion y genotipificacion de
cepas ehrlichiales utilizadas para rastrear la evolucion macromolecular de esta

bacteria (Olson y Woese, 1993).
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Ill. JUSTIFICACION

Ehrlichia canis, el agente causal de ehrlichiosis monocitica canina, ha sido
recientemente reconocida como una bacteria zoonética, considerando que el
perro mantiene una relacion estrecha con el humano, y que el vector R.
sanguineus pueda contagiar al humano; es importante establecer el papel del
perro y la garrapata en salud publica.

El propdsito de este trabajo fue establecer que la especie de Ehrlichia

detectada en el perro y la garrapata es la misma que afecta al humano.
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IV. HIPOTESIS

Ehrlichia spp esta presente en humanos, perros y garrapatas.

E. canis es el patégeno responsable de la produccién de ehrlichiosis

monocitica tanto en humanos como en perros de Sinaloa.
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V. OBJETIVOS

GENERAL

Establecer la relacion entre la ehrlichiosis monocitica canina y la humana por
medio de la deteccion, amplificacion y secuenciacion de los genes 16S rRNA 'y
gp36-L.

ESPECIFICOS
Determinar la frecuencia de ehrlichiosis en perros, garrapatas y humanos.
Determinar si E. canis afecta de manera simultanea a humanos, perros y
garrapatas.
Determinar las manifestaciones clinicas y epidemioldgicas de los pacientes

positivos.
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VI. MATERIAL Y METODOS

6.1 Diseino del Estudio

Estudio Transversal Descriptivo.

El trabajo se realiz6 en la Unidad de Investigaciones Médicas de
Enfermedades Infecciosas y Parasitarias del (UIMEIP) Hospital de Pediatria
del Centro Médico Nacional (HPCMN) Siglo XXI del Instituto Mexicano del
Seguro Social (IMSS) en México, Distrito Federal.

6.2 Universo de Estudio

Se consideraron a todos los perros infectados y/o con historia de infestacion
por garrapatas; asi como a los duefios de los perros y trabajadores.

Se incluyeron perros procedentes de 13 clinicas veterinarias y dos refugios
de Mazatlan (siete clinicas veterinarias y un refugio de mascotas), Culiacan
(tres clinicas veterinarias, un refugio de mascotas y el Laboratorio de
Parasitologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la
Universidad Auténoma de Sinaloa) y Los Mochis (tres clinicas veterinarias)
tomando como referencia Centro, Sur y Norte del estado de Sinaloa. Se
tomaron muestras sanguineas de los perros con sospecha de ehrlichiosis, a los
duefios de las mascotas o trabajadores de clinicas y refugios que tienen
contacto continuo con éstos.

6.3 Tamano de la muestra

La estimacion del tamano de muestra, se calculé6 mediante el paquete
Estadistico Epidemiolégico (EpiStat), basandose en la poblacién de perros, la
cual fue estimada de la poblacion humana (403 000) en 2005 por SSA Sinaloa.
6.3.1 Tamano de muestra en humanos

En base a la poblacion; se buscé la seroprevalencia mas baja de 5% y la
peor esperada de 1% (Dumler et al, 2007), considerando un indice de
confianza de 95% y a: 0.05. Obteniendo un tamafio de muestra de 110
humanos (n =110).

6.3.2 Tamaino de muestra de perros
Se obtuvo calculando la proporcion perro/humano de 1:10, el cual dio por

resultado una poblacion de 34 613 perros; se considerd un indice de confianza
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de 95%, se tomo en cuenta la seroprevalencia de 8.6% (Jiménez et al., 2008) y
la menor esperada 2% (Bowman et al., 2009), un a: 0.05, el tamafno de muestra
fue de 139 perros (n = 139 perros).

6.3.3 Tamaino de muestra de garrapatas

Se consider6 la proporcién garrapata/perro de 2:1 (Unver et al., 2001), el
cual dio por resultado una poblaciéon de 69 226; se consideré un indice de
confianza de 95%, tomando en cuenta la seroprevalencia de 3%, la menor
prevalencia esperada 2% (Stich et al., 2008) y un a: 0.05 se obtuvo un tamafio
de muestra de 278 garrapatas, un grupo de 2 garrapatas por perro (n = 139
pares de garrapatas).

6.4 Definicion de Caso con Sospecha por el CDC

Aquellos que presenten antecedentes de mordedura por garrapata, fiebre
acompanada de por lo menos alguna de las siguientes manifestaciones:
cefalea, mialgia, trombocitopenia y/o transaminasas hepaticas elevadas,
nauseas, vomito y comezén, ademas de antecedentes de infestacion de
garrapatas en perros.

6.4.1 Criterios de Inclusion

Pacientes con manifestaciones clinicas sugerentes a esta enfermedad;
fiebre (= 39.0°C), anorexia, pérdida de peso, epistaxis, melena, hemorragias en
piel (petequias, equimosis, sufusion), con presencia y/o ausencia de garrapatas
sin importar razas, sexo y edad. Las garrapatas fueron tomadas sobre los
perros.

Se tomé sangre a duefios de pacientes y trabajadores de las clinicas
veterinarias y refugios con antecedentes de mordedura de garrapata o contacto
continio con los perros y ademas coincidir con algunos signos clinicos
compatibles con presentacion de caso dentase a lo proporcionado por el CDC.
6.4.2 Criterios de Eliminacion

A todos los pacientes con un tratamiento anterior de doxiciclina y por otro
lado una muestra inadecuada.

6.5 Obtencién y procesamiento de las muestras

La coleccion y procesamiento de las muestras se llevé a cabo durante los

meses de julio del 2009 hasta agosto del 2010.
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Las muestras de sangre de humanos y perros completa se tomaron de la
vena radial, depositandose en tubos Vacutainer® 3 ml con EDTA anexando un
formato para llenar (Anexo 1). Los pacientes sospechosos a ésta enfermedad
se incluyeron sin importar raza, sexo ni edad y ausencia o presencia del vector.

El dueno del perro respondié unas preguntas del formato anexo (anexo 1);
cuando respondi6 a alguna de las manifestaciones clinicas de manera
afirmativa se le pidié una muestra de sangre, la cual se extrajo por una persona
calificada para esa actividad.

6.5.1 Extraccion de las garrapatas sobre el hospedero

Las garrapatas presentes sobre el perro, se colectaron vivas; colocandolas
en un vial de 3cm de altura adicionandoles una torunda de agua para
mantenerlas hidratadas hasta su procesamiento.

6.5.2 Diseccion de las garrapatas

En la platina de un microscopio estereoscépico se colocaron las garrapatas;
sobre una cama de parafina sélida, se fijaron en los extremos con alfileres
entomoldgicos. A través del microscopio con la cara ventral hacia arriba se hizo
un corte transversal con navaja de bisturi estéril fraccionando la garrapata a la
mitad desde la region lateral dividiéndola en dos partes y dejando al
descubierto las estructuras glandulares e intestino medio. Estas se colocaron
en un tubo de 1.5 ml con solucion TBE para la extraccion de DNA con
QlAamp® DNA Mini kit (Qiagen, Inc., Valencia, CA. USA).

6.5.3 Extraccion de DNA de muestras de sangre de perros y humanos

La muestra sanguinea se colocé en un tubo con EDTA (2-2.5 ml) la cual se
centrifugd y fue separada en 3 fases. La fase liquida o plasma se conservo en
tubos de 1.5 ml conservados a -20 C, la fase celular intermedia corresponde a
los globulos blancos (buffy coat) y el fondo del tubo los glébulos rojos. El buffy
coat fue extraido con una pipeta Pasteur estéril y colocado en un tubo
Eppendorf de 1.5 ml para la extraccion de DNA. Esta muestra se procesé
mediante el equipo QIAamp® DNA Mini kit (Qiagen, Inc., Valencia, CA. USA),
acorde a las instrucciones que recomienda el laboratorio fabricante (anexos 2 y
3). Todas las muestras de glandulas salivales e intestino medio de las

garrapatas se procesaron para la extraccion de DNA (anexo 4).
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6.5.4 Amplificacion del PCR

Para el desarrollo de esta técnica se requirié una concentracion minima de
100ng de material genético. La taq polimerasa utilizada fue de Invitrogen® (Taq
DNA polymerase, Recombinant. Hecha en Brasil).

Cuatro iniciadores correspondientes a los genes gp36-L y 16S rRNA
(cuadro 4). Los dos primeros correspondieron a una zona comun entre
diferentes especies de Ehrlichia, iniciador p36F-L 5" GGA ATG ATT TAT TAA
AAA AGT TTG AC 3" y p36R-L 5" GAT CGT TGG ATG TTG G 3’ esperando
un fragmento de 386pb; en cuanto al segundo iniciador, que corresponde al
gene 16Sr RNA especifico de E. canis fue dividido en dos grupos para facilitar
su secuenciacion; el primer grupo utilizé como iniciadores 15F 5" ATC ATG
GCT CAG AAC GAA CG 3"y 842R 5" CTC ATC GTT TAC TCG GTG GAC T
3’, mientras que para el segundo grupo se utilizé 537F 5" CAG CAG CCG CGG
TAA TAC G 3"y 1442R 5" GTG ACG GGC AGT GTG TAC AAG 3, esperando
fragmentos de 689pb y 1300pb respectivamente.

Los controles positivos fueron ADN positivos de roedor (LM1 y LM4),
donados por el Laboratorio de Enfermedades Emergentes de la UIMEIP de
HPCMN SXXI por medio del proyecto “Prediccion de zonas de riesgo de
adquisicion de Enfermedad de Lyme en la Republica Mexicana vy
genotipificacién de B. burgdorferi prevalente en garrapatas, reservorios y
especimenes clinicos” CONACYT 87 868 SALUD 2008-1

Cuadro 4. Secuencias de los iniciadores utilizados para amplificar a los genes
especificos de Ehrlichia spp. y Ehrlichia canis.

Gen Iniciador Tamaiio del
producto
gp 36-L gp36F — L 386pb
gp36R - L
16S rRNA 15F — 846R 689pb
556F — 1442R 1300pb

Para confirmar la amplificacion se realizé una electroforesis en gel de
agarosa al 1.5 % (anexo 5). Todas las PCR se procesaron en areas separadas
con campana de flujo, utilizando material desechable y estéril.
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6.5.5 Purificacion de los productos de PCR

Los mejores amplificados positivos fueron secuenciados. Los productos de
PCR se purificaron con el kit comercial de Qiagen (QiAquick Gel Extration
Minikit) Inc., Valencia, CA, USA (anexo 6).
6.5.6 Secuenciacion

A partir de la purificacion de los productos de PCR del gene 16S rRNA
(anexo 7), se verifico la integridad del amplificado mediante un gel de agarosa
al 1%. Los productos de PCR positivos fueron secuenciados en el Laboratorio
de Biologia Molecular del Instituto de Fisiologia Celular de la Universidad
Nacional Autonoma de México con el equipo de Applied Biosystem y la enzima
BigDye 3.0 usando el protocolo descrito por el fabricante de manera
automatizada en base de datos se registra el electroferograma al término del
programa y se hace la lectura de las secuencias. Los resultados de las
secuencias se analizaron con el Software Chromas 223 para la busqueda del
homélogo mas cercano mediante la pagina de Internet del NCBI:
http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi (Zhang et al., 2000).

6.6 Analisis Estadistico
Las variables cualitativas se midieron en base a la prueba estadistica Chi
cuadrada o Prueba exacta de Fisher, dependiendo el tamafno de muestra

considerado en cada variable.
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Vil. RESULTADOS

Fueron positivos 41 (27.52%) de 149 muestras de perros al gene gp36-L y
25 (17.98%) de 149 muestras al gene 16S rRNA, en humanos 22 (20%) de
110 al gene gp36-L y 16 (16.4%) de 110 muestras y las garrapatas positivas
fueron 32 (23.02%) de 139 y 29 (20.86%) de 139 de los genes gp36-L y 16S
rRNA, respectivamente (cuadro 5).

Cuadro 5. Resultados generales de los productos PCR positivos de perros, humanos y
garrapatas para los genes gp36-Ly 16S rRNA.

Especie N gp36-L 16S rRNA

Perros 149 41 (27.52%) /149 25 (17.98%) /149
Humanos 110 22 (20%) /110 16 (16.4%) / 110
Garrapatas 139 32 (23.02%) / 139 29 (20.86%) / 139

En la figura 3, se muestran los resultados de amplificacion de una PCR en
gradiente para la estandarizacion de la prueba del gene gp36-L utilizando el
control positivo de roedor LMT1, utilizando diferentes temperaturas de
alineamiento (46, 48, 50, 52 y 54°C) para eliminar bandas inespecificas. La

mejor temperatura para la amplificacién del gene gp36-L es de 54°C.

Figura 3. Electroferograma productos de PCR en gradiente para determinar la mejor
temperatura de alineamiento del gene gp36-L.

40 . , 386pb

Carril 1. MPM 1kb Ladder, carril 2: control positivo (roedor LM1) a 46°C, carril 3:
control positivo (roedor LM1) a 48°C, carril 4: control positivo (roedor LM1) a 50°C,
carril 5: control positivo (roedor LM1) a 52°C y carril 6: control positivo (roedor LM1) a
54<C.

En la figura 4, se muestra los resultados de amplificacion de una PCR en
gradiente para la estandarizacién de la prueba del gene 16S rRNA utilizando el

control positivo de roedor LM4, se utilizan diferentes temperaturas de
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alineamiento (48, 50.6, 51.8, 54.1 y 55°C) para eliminar bandas inespecificas.

La mejor temperatura para la amplificacién del gene 16S rRNA es de 48°C.

Figura 4. Electroferograma de PCR en gradiente para determinar la mejor temperatura
de alineamiento del gene 16Sr RNA.

[

9pb

Carril 1. MPM 1kb Ladder, carril 2: control positivo (roedor LM4) a 48°C, carril 3:
control positivo (roedor LM4) a 450.6°C, carril 4: control positivo (roedor LM4) a
51.8°C, carril 5: control positivo (roedor LM4) a 54.1°C y carril 6: control positivo
(roedor LM4) a 55°C.

7.1 Deteccion de los genes gp36-L y 16S rRNA en DNA de perros

Las 149 muestras colectadas de clinicas veterinarias y refugios de dos
ciudades del estado de Sinaloa fueron procesadas para la busqueda de los
genes gp36-Ly 16S rRNA, donde 41 (27.52%) de 149 fueron positivas al gene
gp36-L, posteriormente fueron amplificadas para la busqueda del gene 16S
rRNA de las cuales 25 (17.98%) de 149 fueron positivas. Una muestra se
elimind por estar coagulada y asi inadecuada para su procesamiento.

Figura 5. Electroferograma del producto PCR positivo para el gene 16S rRNA 'y

determinar la especie en perros.

700p — -
600p

300p

Carril 1. MPM 1kb Ladder, carril 2 control negativo, carril 3 a 5: muestras negativa de
perro, carril 6: muestra de perro positiva a E. canis, carril 7: control positivo LM4.

28



7.1.1 Manifestaciones clinicas de los perros PCR positivos

Las manifestaciones clinicas que predominaron en los perros con
ehrlichiosis fueron: fiebre, nauseas, depresion, petequias y vomito; de los
cuales es posible encontrar estas manifestaciones clinicas de 2 a 7 veces mas
significativo en los perros positivos que en los perros que no tienen esta
enfermedad (cuadro 6).

Cuadro 6. Manifestaciones clinicas presentadas y valore de significancia de perros con
ehrlichiosis monocitica.

No. PCR
Manifestacion 149 Pos. Neg. P Odds Ratio
clinica (100%) N=48 N=101 IC (95%)
Fiebre 55 (36.9%) 32 23 0.0000002 6.78 (2.98-15.64)
Nauseas 13 (8.7%) 9 4 0.004 5.6 (1.46-23.15)*
Depresion 22 (14.8%) 14 8 0.0006 4.79 (1.69-13.85)
Petequias 35 (24.5%) 20 15 0.0003232 4.1 (1.73-9.79)
Vémito 23 (15.4%) 12 23 0.02 2.73 (1.01-7.39)
Epistaxis 17 (11.4%) 8 9 0.129 2.18 (0.70-6.73)
Anorexia 34 (22.8%) 15 19 0.92 1.96 (0.83-4.64)
Sec. Ocular 23 (15.4%) 10 13 0.21 1.78 (0.65-4.82)
Melena 13 (8.7%) 3 10 0.345* 0.61 (0.13-2.56)

* Prueba exacta de Fisher. Pos: Positivo, Neg: Negativo, IC: Intervalo de confianza.

7.2 Deteccion de los genes gp36-L y 16S rRNA en DNA de humanos

Las muestras sanguineas de los duefos y trabajadores en riesgo
procedentes de clinicas veterinarias fueron procesadas para la busqueda de
los genes gp36-L 'y 16S rRNA para Ehrlichia spp y E. canis respectivamente,
donde 22 (20%) de 110 fueron positivas al gene gp36-L y 18 (16.4%) de 110
fueron positivas al gene 16S rRNA.

Figura 6. Electroferograma del producto de PCR positivo para el gene gp36-L y
determinar género en humanos.

Carril 1: MPM 1kb Ladder,
carril 2: control positivo de
roedor LM1, carril 3 y 4:

40 muestras de humanos

30 ' positivas a género, carril 5 y
6: muestra negativa de

10 humano y carril 7: control
negativo.
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Figura 7. Electroferograma del producto de PCR positivo para el gene 716S rRNA y
determinar especie en humanos.

[—
L —

-
700P ha——
600p

400p

Carril 1: MPM 1kb Ladder, carril 2: control positivo de roedor a especie LM4, carril 3 a
6: muestra positiva de humano al gene 16S rRNA.

7.2.1 Manifestaciones clinicas de los humanos PCR positivos

Las manifestaciones clinicas que predominaron en los humanos con
ehrlichiosis fueron 12 a 4 veces mas frecuentes como: agotamiento, cefalea,
fiebre, mialgias, depresién, voémito y nauseas que los que no tuvieron esta
enfermedad (cuadro 7). Ocho de los humanos PCR positivos fueron

asintomaticos.

Cuadro 7. Manifestaciones clinicas presentadas en humanos con ehrlichiosis y su
valor de significancia.

PCR
Manifestacion N=110 “pos™ Neg P Odds Ratio
clinica (100%) N=31 N=79 IC (95%)
Agotamiento 38 (34.5%) 23 15  0.0000001 12.27 (4.18-37.28)
Cefalea 42 (38.2%) 23 19  0.00000012 9.08 (3.19-26.64)
Fiebre 31(282%) 19 13 <0.0000035 8.04 (2.84-23.02)
Mialgia 39(355%) 21 18  0.0000101 7.12 (2.60-19.91)
Depresion 24 (21.8%) 14 10  <0.000218 5.86 (1.95-16.86)
Vémito 24 (21.8%) 13 11 0.0014 4.46 (1.55-13.00)
Nauseas 27 (24.5%) 13 14 0.003089 3.82 (1.40-10.56)
Petequias 11 (10%) 6 5 NS 15 (2.05-140.00)"
Epistaxis 4 (3.6%) 1 3 NS 13.03 (0.94-409.43)*
Melena 5 (4.5%) 2 3 NS 3.67 (0.22-114.82)*
Anorexia 29 (26.4%) 12 17 0.0668 2.3 (0.85-6.23)

*Prueba exacta de Fisher. Pos: Positivo, Neg: Negativo, IC: Intervalo de confianza.

7.3 Deteccion de los genes gp36-L y 16S rRNA en DNA de garrapatas
Se colectaron 139 grupos de 2 garrapatas cada uno, fueron eliminadas 12
garrapatas ya que no pudieron ser identificadas debido a la ausencia de

gnatosoma. Los 139 grupos de garrapatas colectadas pertenecen a la familia
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Ixodidae; de las cuales 128 (92.1%) fueron R. sanguineus, D. variabilis 6
(4.3%), H. leporis-palustris 3 (2.1%), I. scapularis 1 (0.72%) y 1 (0.72%)
Boophilus spp.

De 139 procesadas; 32 (15.10%) de 139 fueron positivas a gp36-L y 29
(20.86%) de 139 al gene 16S rRNA. La identificacion, estadio y resultados de

garrapatas se muestra en el cuadro 8.

Cuadro 8. Identificacién, estadios y resultados a los genes gp36-L y 16S rRNA de las
garrapatas colectadas.

Estadio Positivo (%)

Identificacion No. Adulto  Ninfa gp36-L 16S rRNA
Garrapatas 7 Q

Rhipicephalus 128 (92.1%) 44 58 26 28 (87.5%) 27 (938.1%)

sanguineus

Dermacentor 6 (4.3%) 0 6 0 2(6.20%) 1(3.45%)

variabilis

Haemaphysalis 3 (2.1%) 0 2 1 1(3.15%) 0

leporispalustris

Ixodes scapularis 1 (0.72%) 0 1 0 1(3.15%) 1(3.45%)

Boophilus spp 1 (0.72%) 1 0 0 0 0
Total 139 (100%) 45 67 27 32 (100%) 29 (100%)

4 Macho, 9: Hembra.

Se encontraron 44 adultos machos, 58 adultos hembras y 26 ninfas de la
garrapata R. sanguineus, 6 adultos hembras de la garrapata D. variabilis, 2
adultos hembras y una ninfa de la garrapata H. leporis-palustris, un adulto
hembra de la garrapata . scapularis y un adulto macho de la especie

Boophilus.

Figura 8. Electroferograma del producto PCR positivos para el gene 16S rRNA de
garrapatas.

70

60 Carril 1: MPM 1kb Ladder, carril
2 y 3: muestras de garrapata
40 W positiva a género, carril 4 y 5:

muestras negativas a especie,
carril 6: control negativo y carril
7: control positivo LM4.
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Figura 9. Electroferograma de productos PCR positivos al gene 16S rBNA vy
determinar Ehrlichia canis en humano, perros y garrapatas.

Carril 1: MPM 1kb Ladder, carril 2: control negativo, carril 3 y 4: muestra negativas,
carril 5: muestra de perro positiva a especie, carril 6: muestra de garrapata positiva a
especie, carril 7: muestra de humano positiva a especie y carril 8: control positivo.

7.4 Evaluacion de la transmisibilidad de la infeccion entre perros,
garrapatas y humanos

Para la evaluacion de la transmisibilidad de esta enfermedad entre perros,
garrapatas y humanos se tomd en consideraciéon el niumero de perros PCR
positivos a ambos genes (48 perros), a los duefios de los perros PCR positivos
(31 humanos) y las garrapatas positivas (40 garrapatas).

Se comparé los perros PCR positivos con sus duefios infectados en una
tabla de dos por dos.

Se realiz6 la comparacion de los resultados obtenidos entre humanos y
perros, en el cual se encontr6 que del total de muestras analizadas (259), 13
(5.1%) concordaban en el resultado PCR positivo y en 193 (74.5%) en el
resultado PCR negativo; en 18 (6.9%) muestras se obtuvo humanos PCR
positivos mientras que perros fueron negativos, y en 35 (13.5%) el resultado
fue a la inversa.

Estos datos fueron colocados en una tabla de dos por dos para su analisis
en X2, dando por como resultado un OR: 3.98, un IC: 1.66-9.50, valor de P:
0.00036 con un a: 95%. Lo cual indica que los humanos con perros enfermos
de ehrlichiosis estan 4 veces mas propensos a enfermarse que los humanos

con perros sanos.
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Se realiz6 la comparacion de los resultados obtenidos de perros y
garrapatas, se encontr6 un total 288 muestras analizadas, en 20 (7%)
coincidieron en el resultado PCR positivo y en 220 (76.3%) en el resultado PCR
negativo; en 28 (9.7%) perros PCR positivos con garrapatas negativas y en 20
(7%) el resultado fue al reves.

Estos datos fueron colocados en una tabla de dos por dos para su analisis
en X2, dando por como resultado un OR: 7.86, un IC: 3.55-17.48, valor de P:
0.000001 con un a: 95%. Lo cual indica que los perros con garrapatas positivas
a ehrlichiosis estan 8 veces mas propensos a enfermarse que los perros sin
garrapatas.

Se realizd la comparacion de los resultados de humanos y garrapatas,
donde se encontré un total 259 muestras analizadas, en 4 (1.5%) coincidieron
en el resultado PCR positivo y en 192 (74.2%) en el resultado PCR negativo;
en 27 (10.4%) humanos PCR positivos con garrapatas negativas y en 36
(13.9%) el resultado fue al revés.

Estos datos fueron colocados en una tabla de dos por dos para su analisis
en X2, dando por como resultado un OR: 0.79, un IC: 0.22-2.57, valor de P:
0.67 con un a: 95%. Lo cual indica que las garrapatas positivas a ehrlichiosis
son pocos significativas para enfermar a humanos y no hay diferencia
estadistica entre las garrapatas positivas y negativas.

7.5 Analisis de la reaccion de secuenciacion
Se hizo la seleccién de los amplificados positivos para género y especie que
tuvieran una alta concentracién, para el gene 16S rRNA. La secuenciacion se

realizé para ambos iniciadores.

Figura 10. Electroferograma de productos de PCR positivos de humano, perro y
garrapata para la secuenciacién del gene 16S rRNA para extraccion y posterior
secuenciacion.

Carril 1. MPM 1kb Ladder, carril
2: muestra de humano positiva,
carril 3: muestra de garrapata
positiva y carril 4: muestra de
perro positiva.
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Figura 11. Electroferograma de productos de PCR purificados de humano, perro y
garrapata para la secuenciacion del gene 16S rRNA

Carril 1: Marcador de masa, carril 2 y 3: muestras de humanos, carril 4: muestra de
perro purificada, carril 5 y 6: muestras de garrapatas, carril 7: Marcador de peso
molecular de 1kb Ladder.

Los amplificados se enviaron a secuenciar al servicio de secuenciacion del
Instituto de Fisiologia de la Universidad Nacional Autonoma de México. Los
resultados de las secuencias de analizaron mediante el programa Chromas
233, este software permite hacer la busqueda en el GenBank del homdlogo
mas cercano a nuestra secuencia problema.

En la figura 12 se observa el fragmento de la secuenciacién de la regién del
gene 16S rRNA de E. canis amplificado a partir de DNA de sangre del perro.

Figura 12. Fragmento de la secuencia de DNA amplificado en perro de la region 28598
a 28672 del gene 16S rRNA.
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Se hizo la busqueda del homélogo en la base de datos de GenBank. Se
encontré una homologia de 86% con la regién 285968 a 286728 de la cepa
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Jake de E. canis, con 662/770 (86%) oligonucleotidos alineados y 2% (16/770)
de lagunas (Figura 13).

Figura 13. Alineamiento de las secuencias de perro, humano y garrapata contra la
cepa de referencia a Ehrlichia canis.
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La secuenciacion obtenida de los amplificados de DNA de sangre y
garrapata para el gene gp36-L no fue la optima debido a la mala calidad de la
reaccion, por lo que se espera repetir el proceso.
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VIIl. DISCUSION

La ehrlichiosis monocitica canina es una enfermedad zoonoética emergente
transmitida por la mordedura de la garrapata, capaz de producir
manifestaciones clinicas de tipo hemorragicas, siendo su diagndstico
diferencial: leptospirosis, babesiosis, rickettsiosis, anaplasmosis y la
enfermedad de Lyme, esto debido a la amplia variedad de manifestaciones
clinicas presentadas. El diagnostico diferencial en perros seria moquillo canino,
e incluso en hembras, piometra. En humanos, ademas de las anteriores
podriamos incluir fiebre del dengue, mononucleosis infecciosa, tifo murino, y
tifo endémico (Pérez et al., 2006).

La prevalencia encontrada en perros positivos a E. canis fue de 17.98%,
similar a lo reportado en Brasil por Carvalho et al., en 2003 con 17.8% y menor
a lo reportado en Panama (Dagnone et al., 2003) de 22% y Bulla et al., (2004)
de 30.9% en perros de diferentes comunidades utilizando el gene 716S rRNA
donde el clima tiende a ser mas humedo que en Sinaloa. El estudio de
seroprevalencia en Sinaloa reporto 74.5% (Sosa, 2007), esto puede ser debido
a que solo demuestra la presencia de anticuerpos contra E. canis al igual que
la técnica de IFA (Tami y Tami-Maury, 2004); por el contrario, la técnica de
PCR basada en la amplificacion del gene 716S rRNA secuencia altamente
conservada y en varias zonas geograficas puede distinguir entre las diferentes
especies de Ehrlichia y varias cepas de E. canis (Siarkou et al., 2007),
obteniendo una sensibilidad y especificidad de 89 — 100% y 90 — 100%
respectivamente (Aglero, 2002).

Las manifestaciones clinicas presentadas en los perros PCR positivos
fueron; fiebre <40, petequias, vomito, nauseas y depresion, teniendo
probabilidad de encontrar entre 3 a 7 veces que en perros sanos, estas
manifestaciones resultan similares a las encontradas por McBride et al., en
1995, donde estudiaron perros en la etapa aguda de la infeccién,
predominando fiebre, petequias, epistaxis, depresién, vomito y nauseas, a
excepcion de la presencia de trombocitopenia, valor hematico que no fue

evaluado debido a que no es uno de los objetivos de este estudio.
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Se realizé un estudio de prevalencia en humanos, obteniendo un 20% (22)
de 110 para el género Ehrlichiay un 16.4% (16) para E. canis, esto sugiere que
solo en ese porcentaje es causante de la enfermedad y que la diferencia puede
ser debida a que existen otras especies de Ehrlichia, como: E. chaffeensis, E.
ewiingii 'y A. phagocytophilum, causantes también de ehrlichiosis, no
descartando una coinfeccion con estas especies al igual que en el caso de los
perros positivos.

Las manifestaciones clinicas en humanos se limitan a las reportadas en
Venezuela por Pérez et al., en el 2006 los cuales fiebre (>39°C), nauseas,
vémito, dolor abdominal, rash, artralgias y diarrea. En el presente las
manifestaciones clinicas present6: agotamiento, cefalea, fiebre, mialgia,
depresién, vomito y nauseas, sugiriendo que los pacientes sospechosos de
tener enfermedades febriles de etiologia desconocida, fiebre del dengue,
enfermedad de las montafias rocosas, influenza, mononucleosis infecciosa,
meningitis viral o bacteriana y encefalitis pueden estar infectados por E. canis
el cual es tratable con un diagnéstico temprano. Cada vez son mas los paises
latinoamericanos donde se encuentran casos de ehrlichiosis, lo que nos hace
pensar que se trata de una enfermedad que no se habia tomado en cuenta en
los diagnosticos diferenciales de las enfermedades febriles que aquejan a la
poblacion en general. Se debe tener en consideracion el hecho de que Sinaloa
es un estado endémico de dengue clasico y hemorragico, asi como ser uno de
los estados en reportar desde 1985 la presencia de tifo endémico, tifo murino y
fiebre manchada; diagnosticadas mediante serologia y no descartando una
reaccion cruzada entre estas especies con Ehrlichia spp. (Mercado, 2010). Las
diferencias antigénicas que se han encontrado entre las diferentes especies y
cepas de Ehrlichias, y la falta de conocimiento pleno de la respuesta inmune
que provocan en lo pacientes, son un factor importante para detener el
desarrollo de vacunas eficaces en el control de la enfermedad.

La garrapata R. sanguineus no ha sido seriamente investigada debido a que
raramente se alimenta del hombre, se han encontrado casos de infestacion

humana en América central y sur, el 92.1% de las garrapatas totales (138)
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fueron R. sanguineus de las cuales 28 fueron positivas al gene gp36-L y 27 al
gene 16S rRNA, se debe tener en consideracion este como un vector hacia el
humano. Se reportan dos garrapatas en estadio adulto de D. variabilis no
reconocida como vector competente para E. canis, teniendo dos positivas para
el gene gp36-L y una para el gene 16S rRNA, ademas se reportd la presencia
de H. leporispalustris de los cuales uno fue positivo al gene gp36-L que
tampoco es conocida como un vector competente de ehrlichiosis se reporta la
presencia de una garrapata Boophilus spp siendo negativa para ambos genes y
se tiene el primer reporte para Sinaloa de la garrapata /. scapularis sobre un
perro, ademas ser positiva para los dos genes. Esto sugiere que el panorama
para la ehrlichiosis canina va ampliandose conforme se tienen mas estudios de
esta, y no descartarse la probable coinfeccién de Ehrlichia con otros agentes
etiologicos causantes de enfermedades tanto en perros como en humanos y
asi agravar las manifestaciones que puedan ocasionar.

La comparacion de resultados entre humanos y perros demuestra la
transmisibilidad de E. canis, a través de un perro enfermo a su duefo. Los
casos en que los humanos fueron positivos y su perro negativo pudiera ser
debido a la fase en que se encuentra su mascota, ya sea etapa prodromica de
la enfermedad o en la fase crénica la cual se caracteriza por la migracion de los
organismos de E. canis a 6rganos como higado, bazo y médula ésea
principalmente y en algunos casos a cerebro y es muy dificil encontrarla en el
torrente sanguineo; esto por un lado, pero también la posibilidad de haber
adquirido la enfermedad en viajes a zonas boscosas o0 al campo, las cuales son
zonas donde el vector sobrevive de manera libre entre la fauna silvestre.

La exposicion del perro a la garrapata es también un factor de riesgo para el
y su duefio (Abarca et al., 2008), siendo 8 veces mas probable encontrar un
perro infectado de E. canis con garrapatas que uno sin garrapatas.

Los DNA secuenciados, obtenidos a partir de DNA de sangre presentaron
una homologia de 86% con respecto a la secuencia de referencia, el producto
esperado de la amplificaciéon era de 689pb, no obstante la amplificacion fue de
aproximadamente 780pb al igual que los resultados de la secuenciacion.
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El alto grado de conservacion del gene 16S rRNA para Ehrlichia canis en la
region 286026 — 286499 demuestra que la proteina que esta codificando es de
gran importancia para la invasion y persistencia de la infeccion en el
hospedero. Las secuencias de humanos se amplificaron hasta la base 78, por
lo que se supone tenga factores inhibidores lo cual impide la amplificacion, esta
técnica se realizé en el Instituto de Fisiologia Celular y en la UIMEIP tres veces
por personal capacitado y enzimas diferentes. Se espera la amplificacion de un
DNA de mejor calidad para las secuencias de humanos y poder compararlas,

ya que la homologia presentada fue de 68% con el gene 16S rRNA de E. canis.
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IX. CONCLUSIONES

Este estudio representa el primer reporte en el pais en confirmar una zona
endémica de ehrlichiosis monocitica en Sinaloa.

Se demuestra por primera vez la transmisibilidad de esta enfermedad del
perro hacia el humano a través de la garrapata.

Los vectores competentes transmisores de las tres especies de Ehrlichia
patégenas para el humano estan presentes, por lo tanto se establece el ciclo
enzootico de la enfermedad para Sinaloa donde se tiene el reservorio, el vector
y el humano.

Es el primer reporte de 1. scapularis para Sinaloa.

Es el primer registro de prevalencia y manifestaciones clinicas de la
enfermedad en humanos.

La exposicidn y contacto estrecho con mascotas enfermas de ehrlichiosis e
infestadas de garrapatas elevan el riesgo de contraer esta enfermedad.

Las instituciones de salud, médicos y veterinarios deben integrar esta
enfermedad hemorragica emergente en el diagnéstico diferencial en humanos y

perros.
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IX. ANEXOS

Anexo 1. Formato para Clinicas Veterinarias.

Universidad Nacional Autonoma de México
~ Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
Area de Investigacion en Parasitologia Veterinaria

Id. Muestra: Fecha / /
N. Paciente: Raza:

Edad: Sexo | Macho | Hembra
Paciente

Presencia de Garrapatas No Si

Intensidad Poco | Medio | Abundante |
Fiebre No Si °C.
Presencia de Petequias No Si

Pirexia No Si

Melena No Si

Anorexia No Si

Depresion No Si

Vomito No Si

Otros.

Propietario

Edad | |Sexo | M F [Tel: ()
Contacto con su mascota Poco | Medio | Mucho |
Le ha mordido una garrapata | No Si

Fiebre sin causa No Si

Mareos No Si

Nauseas No Si

Dolor muscular No Si

| Agotamiento No Si

Depresion No Si

Cefalea No Si

*Las garrapatas deberan estar plétoras y vivas. Colocarlas en un frasco con algodén hiumedo y cerrarlo
con microporo.

*La muestra se procesaran en la Unidad de Investigacion Medica de Enfermedades Infecciosas y
Parasitarias, Hospital de Pediatria, CMN Siglo XXI, IMSS.
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Anexo 2. Preparacion del Buffy Coat

El Buffy-coat es una fraccion de sangre enriquecida de leucocitos. Preparar
una fraccién de buffy-coat de la sangre completa es simple y el rendimiento
aproximado es de 5 a 10 veces més de un volumen equivalente de toda la
sangre completa.

Prepara el buffy-coat centrifugando la sangre completa a 3300 x g por 10
minutos a temperatura ambiente. Después de la centrifugacion, existen tres
diferentes fracciones distinguibles: la que esta en la cima es clara es el plasma;
La que esta en la parte intermedia es el buffy coat, contiene el concentrado de
leucocitos; y la que esta en el fondo contiene el concentrado de eritrocitos.

Anexo 3. Extraccion de ADN en Buffy Coat

1. Pipetear 20 pl proteasa QIAGEN (o proteasa K) hasta el fondo de un tubo de
micro centrifuga de 1.5ml.

2. Adicionar 200 ul de la muestra al tubo de micro centrifuga. Usa 200 pl de
sangre completa en 200 pl PBS.

3. Adicionar 200 pl el amortiguador AL a la muestra. Mezclar pulsando
vortexing por 15 segundos.

4. Incubar a 56°C por 10 minutos. El DNA reacciona a un maximo después de
la lisis por 10 minutos a 56°C.

5. Una breve centrifugacion al tubo de micro centrifuga para remover el sobre
nadante dentro de la tapa.

6. Adiciona 200ul de etanol (96 — 100%) de la muestra y mezcla otra vez
pulsando voterxing durante 15 segundos. Después del mezclado, centrifuga
brevemente el tubo de micro centrifuga para remover el sobre nadante dentro
de la tapa.

7. Cuidadosamente aplica la mezcla del paso 6 a la QlAamp (en un tubo de
2ml) sin mojar el borde, cierra la tapa y centrifuga a 6000 x g (8000rpm) por un
minuto. Coloca el QlAamp en un tubo de 2ml limpio (provisional), y desechar el
tubo que contenia el filtrado.

8. Cuidadosamente abre el QlAamp y adiciona 500ul de amortiguador AW1 sin

mojar el borde. Cierra la tapa y centrifuga a 6000 x g (8000rpm) por un minuto.
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Coloca en QlAamp en un tubo limpio de 2ml (provisional) y deshecha el tubo
que contiene el filtrado.

9. Cuidadosamente abre la columna QIAamp y adiciona 500ul del amortiguador
AW?2 sin mojar el borde. Cierra la tapa y centrifuga a velocidad maxima (20 000
x g; 14000rpm) por 3minutos.

10. Coloca el QlAamp en un tubo de micro centrifuga de 1.5ml y descarta el
tubo que contiene el filtrado. Cuidadosamente abre el QlAamp y agregar 50 pl
de agua destilada. Incuba en el cuarto a temperatura ambiente por 1 minuto y

después centrifuga a 6000 x g (8000 rpm) por un minuto.

Anexo 4. Extraccion de ADN en garrapatas

1. Cortar 25mg de tejido en pequenos trozos, ponerlos en un micro tubo de
1.5ml y adicionar 180ul de amortigador ATL.

2. Adicionar 20 pl de Proteinasa K, mezclando mediante el vortex, e incubarlo a
56°C hasta que el tejido este completamente lisado.

3. Centrifuga brevemente en un micro tubo de 1.5ml con tapa removible.

4. Adiciona 200 pl de Etanol (96-100%) a la muestra, y mezcla con el vortex
por 15 segundos. Después de mezclar, centrifuga brevemente en un micro tubo
de 1.5ml.

5. Cuidadosamente aplique la muestra del paso 4 incluyendo el precipitado a la
columna QlAamp en u tubo de coleccién de 2ml sin tirar en el riel. Cierre la
trapa y centrifugue a 6000 x gramo (8000 rpm) por un minuto. Coloque el
QlAamp en un tubo de coleccion de 2ml provisional y tire el contenido filtrado.
6. Con cuidado abre la columna y adiciona 500 pul de amortiguador AW1 sin
derramarlo en el riel. Cierra la tapa y centrifuga a 6000 x gramo (8000 rpm) por
un minuto.

7. Cuidadosamente abre Coloca la columna QlAamp y adiciona 500 ul de
amortiguador AW2 sin derramarlo en el riel. Cierra la tapa y centrifuga a toda
velocidad (20000 x gr; 14000 rpm) por 3 minutos.

8. Coloca la columna QlAamp en un tubo limpio de 1.5 ml y tira el contenido del
filtrado. Cuidadosamente abre la columna QlAamp y adiciona 50 pl de agua
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destilada. Incuba a temperatura ambiente por un minuto y después centrifuga a

6000 x gramo (8000 rpm) por un minuto.

Anexo 5. Electroforesis en gel de Agarosa al 1%.

1. Se prepara un gel de agarosa al 1% con buffer TAE 1X.

2. Se calienta hasta que se funda totalmente la agarosa y se adiciona
Sybergreen 1% dependiendo del volumen de agarosa.

3. Se coloca el peine para la formacion de pozos (0.5cm x 15 i)
correspondientes al nUmero de muestras a analizar.

4. Se deja solidificar.

5. Juntar los productos de PCR.

6. A partir del volumen de los productos de PCR agregar el 4% de regulador
de carga y mezclar.

7. Una vez teniendo el gel de agarosa solidificado con el nUmero de pozos
requerido, agregar a cada pozo el volumen de los productos de PCR vy el
regulador de carga.

8. conectar la camara de electroforesis para un corrimiento de 85 volts por 55
min.

9. Observar las bandas en lampara de U.V. y recortarlas lo mas cercano a la
banda.

10. Pesar el un tubo eppendorf de 1.5ml.

11. Ya recortada la banda meterla al tubo y volver a pesarlo.

Anexo 6. Extraccion de producto de PCR de gel.

1. Pesar el fragmento de agarosa (maximo 100mg), colocarlo en un tubo de
microcentrifuga con respecto al peso se le adiciona 3 volumenes del regulador
QG (100mg-300ul).

2. Incubar a 50°C por 10 min hasta disolver la agarosa, mezclar por vortex 2.3
min durante la incubacion, el disuelto debe presentar un color amarillo intenso.
3. Agregar un volumen de isopropanol y mezclar (100mg 6 100pl).

4. El gel disuelto se pasa a través de la columna donde el volumen maximo es
de 2ml.
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5. Centrifugar 10000xg (13 000rpm) por 1 min.

6. Descartar el contenido del tubo colector.

7. Adicionar a la columna 500 pl del regulador QG y centrifugar a 10000xg (13
000rpm) por 1 min.

8. Descartar el contenido del tubo colector.

9. Adicionar 750 pl del regulador PE a la columna y centrifugar a 10000xg
(13000 rpm) por 1 min.

10. Descartar el contenido del tubo colector.

11. Colocar la columna en un tubo eppendorf de 1.5ml.

12. Para eluir el DNA se adiciona 50 pl del regulador EB y centrifugar a 1000xg
(13 000 rpm) por 1 min.
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