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RESUMEN

Las enfermedades transmitidas por vectores en caninos son un problema
emergente a nivel mundial debido a su frecuencia, morbilidad y su relevancia
zoonotica. Las bacterias transmitidas por garrapatas Ehrichia canis y Rickettsia
rickettsii son los agentes causales de la Ehrichiosis Monocitica Canina (EMC) y la
Fiebre Maculosa de las Montafias Rocosas (FMMR) respectivamente. Basado en
el hecho de que no existen estudios previos que determinen la frecuencia de la
infeccion por CME y FMMR en la ciudad de Chihuahua, México utilizando técnicas
de deteccion molecular, el objetivo del presente estudio fue detectar mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa un fragmento del gen gp36 de Ehrlichia canis
y ompA de Rickettsia rickettsii en caninos capturados en el centro de control
canino de la ciudad de Chihuahua, México. Se realizd la toma de sangre por
puncién de la vena safena o yugular de una poblacién heterogénea (diferentes
edades, sexo, razas, etc.) de caninos con presencia de garrapatas. La sangre se
centrifugd para separar el plasma y los leucocitos de sangre periférica, a estas
células se les realizo la extraccion de ADN utilizando kits comerciales. EI ADN se
utilizé para la prueba de PCR con iniciadores que fueron disefiados considerando
las regiones genéticas gp36 y ompA. Algunos amplicones obtenidos fueron
secuenciados y se analizaron con el uso de programas bioinformaticos. Los
resultados mostraron una frecuencia de 16.2% (20/123) para CME y de 3.2%
(4/123) para FMMR. Los analisis filogenéticos mostraron que 6 de las muestras
secuenciadas correspondian a Ehrlichia canis y 4 a Rickettsia rickettsii, la
asociacion de las secuencias en los arboles filogenéticos mostraron una estrecha
relacion con secuencias disponibles en el GenBank de EE. UU. En conclusion, es
la primera identificacion molecular y estudio filogenético que determing la infeccion
de Ehrlichia canis y Rickettsia rickettsii en perros que habitan en la ciudad de
Chihuahua, México.

Palabras clave: Ehrlichia canis, Rickettsia rickettsii, PCR, gp36, ompA.



ABSTRACT

Vector-borne diseases in canines are an emerging problem worldwide due to their
frequency, morbidity and zoonotic relevance. The bacteria transmitted by ticks
Ehrichia canis and Rickettsia rickettsii are the causative agents of Canine
Monocitic Ehrichiosis (CME) and Rocky Mountain Spotted Fever (RMSF)
respectively. Based on the fact that there are no previous studies that determine
the frequency of infection by CME and RMSF in the city of Chihuahua, Mexico
using molecular detection techniques, the objective of the present study was to
detect by means of the polymerase chain reaction a fragment of the gp36 gene of
Ehrlichia canis and ompA of Rickettsia rickettsii in canines captured in the canine
control center of the city of Chihuahua, Mexico. The blood was taken by puncture
of the saphenous or jugular vein of a heterogeneous population (different ages,
sex, races, etc.) of canines with the presence of the vector. The blood was
centrifuged to separate the plasma and leukocytes from peripheral blood, these
cells were extracted DNA using commercial kits. The DNA was used for the PCR
test with primers that were designed considering the genetic regions gp36 and
ompA. Some obtained amplicons were sequenced and analyzed with the use of
bioinformatic programs. The results showed a frequency of 16.2% (20/123) for
CME and 4.9% (4/123) for RMSF. The phylogenetic analyzes showed that 6 of the
sequenced samples corresponded to Ehrlichia canis and 4 to Rickettsia rickettsii,
the association of the sequences in the phylogenetic trees showed a close
relationship with sequences available in the GenBank of USA. In conclusion, it is
the first molecular identification and phylogenetic study that determined the
infection of Ehrlichia canis and Rickettsia rickettsii in dogs that live in the city of

Chihuahua, Mexico.

Key words: Ehrlichia canis, Rickettsia rickettsii, PCR, gp36, ompA
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1. Introduccién

Las enfermedades transmitidas por vectores en caninos (CVBD’s por sus siglas
en inglés) son un problema emergente a nivel mundial debido a su frecuencia,
morbilidad y su relevancia zoondética (Day, 2011). Las CVBD’s son causadas por
un diverso rango de patdgenos, principalmente bacterias y parasitos, los cuales se
transmiten a los caninos por diferentes artropodos vectores, particularmente
garrapatas e insectos (Otranto, 2009). En general, México no se encuentra
excluido de estas infecciones no solo en perros si no en humanos, en las cuales
se han presentado apariciones insospechadas de casos como el ocurrido a
principios del afio 2009, en que se detectdé un brote de casos y defunciones por
rickettsiosis en el municipio de Mexicali, BC., transmitidas por la garrapata
Rhipicephalus sanguineus (Bustamante, 2010). En el afio 2012 en el Estado de
Chihuahua se describieron 30 casos sospechosos de los cuales fueron
confirmados 6 con la presencia de rickettsias (20%), 3 de Ciudad Juéarez, 2 de la
capital de Chihuahua y un caso de Guachochi. Mas tarde, en el afio 2014 se
notificaron 5 casos sospechosos de rickettsiosis, confirmandose tres de ellos
(SSA, 2014). En Estados cercanos (Sonora, Coahuila, Sinaloa, Nuevo Ledn y Baja
California) también se han reportado casos y defunciones en humanos por estos
patdgenos. El 15 de noviembre del afio 2012, el Comité Nacional de Vigilancia
Epidemiolégica (CONAVE), emiti6 un aviso dirigido a todas las unidades de
vigilancia epidemiologica del pais y los centros estatales de enlace para el
reglamento sanitario internacional, sobre el incremento de rickettsiosis en el
Estado de Coahuila (SINAVE, 2012). A partir de ese momento, la vigilancia de
este padecimiento se intensificd en el &mbito epidemiolégico, particularmente en

los reportes semanales de problemas producidos por vectores (SINAVE, 2014).

Es comun encontrar informacion en la prensa de estos Estados, que alerta a la
poblacion sobre las caracteristicas de la enfermedad y medidas de prevencion,
ademas realizan programas para combatir la garrapata en animales portadores a

través de la aplicacion de antiparasitarios (Marquez, 2012).

10



Los caninos pueden ser infectados de manera simultanea con mas de un agente
vectorial que a su vez este infectado con un solo microorganismo o diferentes
(Otranto, 2009; Cardoso, 2010). La garrapata café del perro, Rhipicephalus
sanguineus, es el ectoparasito mas comun de los caninos (Dantas-Torres y
Otranto, 2011). Aunque comuUnmente se asocia a regiones tropicales vy
subtropicales, se ha encontrado en areas aridas y secas. Por ejemplo, del 20 al
59% de los caninos atendidos en clinicas veterinarias en la region del centro
(Cruz-Vazquez y Garcia-Vazquez, 1999) y noroeste de México estan infestados

con Rhipicephalus sanguineus (Tinoco-Gracia et al., 2009).

En Chihuahua, Méarquez en 2012 analiz6 un total de 196 ejemplares de
garrapatas, de las cuales el 12.2% provenian de la colonia Revolucion, el 29.1%
fueron obtenidas de la colonia Ampliacion Nuevo Triunfo y el 58.7% restante fue
producto de un muestreo realizado con apoyo de una campafia de esterilizacion
de mascotas que tuvo efecto en un centro comunitario, localizado cerca de ambas
colonias del estudio, lo que permitid6 tener un panorama mas amplio del area
geografica original, cabe sefalar que aunque el evento de esterilizacion fue
fortuito, la toma de muestras fue supervisada. Todas las muestras de garrapatas
obtenidas fueron del género Rhipicephalus spp.

En un trabajo realizado por Nufiez Ochoa en 2003 en el Estado de Chihuahua,
muestrearon 148 perros encontrando 66% de los animales positivos a la presencia

de anticuerpos contra rickettsias utilizando una prueba de SNAP.

Desde que se describid la presencia por serologia de la EMC en México en 1996
hasta el 2003, no se habia logrado identificar molecularmente los agentes
etiologicos transmitidos por garrapatas en el perro, Unicamente se tenian reportes
de exposicion a Ehrlichia canis mediante el uso de técnicas inmunoenzimaticas
(ELISA) y la inmunofluorescencia indirecta (IFI) (Nafiez, 2003; Rodriguez-Vivas et
al., 2005). Sin embargo, la parasitemia ciclica de muchos de estos

microorganismos transmitidos por vectores (Harrus et al., 1997) y la reactividad
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cruzada seroldgica entre especies (Dreher et al.,, 2005) dificulta el diagndstico
(Ferreira et al., 2007).

La primera descripcion de E. canis en Norte Ameérica fue en USA, de un canino en

Oklahoma que fue coinfectado con Babesia canis (Ewing, 1963).

En un estudio de muestras de sangre de 65 perros infestados con garrapatas del
norte de Oklahoma., solo 10 (15.4%) perros fueron positivos a Ehrlichia spp. por
PCR, de estos 4 (6.2%) muestras se identificaron con la presencia de E. ewingii, 2
(3.1%) con E. canis y 4 (6.2%) con E. chaffeensis, mientras que solo 7(10.8%)
fueron seropositivos a la prueba de Inmunofluorescencia para E. canis o E.
chaffeensis (Murphy et al., 1998).

R. rickettsii, es el agente etiolégico de la Fiebre Maculosa de las Montafias
Rocosas (FMMR) (Raoult et al., 1996). Su presencia se asocia con las garrapatas,
gue viven en climas calidos (Anderson et al., 2008). La FMMR es una enfermedad
reemergente en Sonora, al noroeste de México, asi como, en otras regiones del
pais (México: Secretaria de Salud, 2013), con una creciente incidencia y elevada
letalidad. En México se transmite por la picadura de la garrapata Rhipicephalus

sanguineus, parasito comun en los perros (Tinoco-Gracia, L. et al 2009).
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2. Ehrlichiosis Monocitica Canina (EMC)

2.1 Antecedentes
La EMC ha sido descrita en diferentes paises alrededor del mundo, pero es mucho

mas frecuente en regiones tropicales. La primera publicacion de la infeccion de
EMC en caninos fue en Argelia en 1935 (Donatien y Lestoquard, 1936). Estudios
respecto a la distribucion de Ehrlichia canis y otros organismos relacionados
pueden ser complicados debido a las dificultades asociadas a la sensibilidad y
especificidad de las pruebas para la deteccibn de estas bacterias, incluyendo
reacciones cruzadas de patdégenos estrechamente relacionados, ocasionando
deteccion de seronegativos pero PCR positivos, PCR negativos pero seropositivos

o PCR negativos pero cultivos positivos (Stich et al., 2008).

2.2 Etiologia
La familia Anaplasmataceae, se clasifica en la clase Alfaproteobacteria que incluye

los géneros Anaplasma y Ehrlichia (figura 1). Estos organismos son Gram
negativos, intracelulares obligados que habitan dentro de las vacuolas y se
multiplican cerca de la membrana, son transmitidos por garrapatas de la familia
Ixodidae, causando enfermedades fatales en humanos, animales domésticos y
fauna silvestre (Rar y Golovljova, 2011). Se ha propuesto una clasificacion
filogenética basada en los genes 16S rRNA, groESL y genes que codifican
proteinas de superficie (Dumler et al., 2001). Los avances recientes en el mapeo
de las proteinas superficiales y la dinamica de los patégenos ha llevado a una
mayor comprensién de como abordar el desarrollo de vacunas para el control de
estas enfermedades (de la Fuente et al., 2010). ElI género Ehrlichia spp. en
vertebrados infecta monocitos, multiplicAndose cerca de las membranas formando
inclusiones conocidas como colonias 0 morulas. En el vertebrado y el vector el
ciclo de infeccion incluye dos fases: a) una reticular que es una forma vegetativa
gue se divide por fisién binaria y no puede sobrevivir de manera extracelular y b)
una forma densa, usualmente cocoide o elipsoidal que puede sobrevivir fuera de la

célula, la cual es la forma infectiva (McDade, 1990). La forma densa entra a la
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célula del hospedero via receptores y mediada por endocitosis, para formar un

endosoma unico (fagosoma) (Kocan et al., 2004; Ismail et al., 2010).

Algunos microorganismos relacionados estrechamente a E. canis, incluyen
Ehrlichia ewingii, Ehrlichia chaffeensis, Anaplasma phagocytotophilum vy
Neorickettsia risticii (figura 1), los cuales pueden causar enfermedades atipicas en
caninos (Dawson y Ewing, 1992; Kakoma et al., 1994; Rikihisa, 1991).

Alphaproteobacteria

Rickettsiales

—[ Rickettsiaceae ]
—[ Rickettsia ]_r Grupo de las ]_ Grupo

Fiebres Tifo
_[ Orientia ] \___Manchadas
—[ Anaplasmataceae ] | | E. canis )

' { E. chaffeensis |
—[ Ehrlichia ]—
—

=

—[ Anaplasma ]— A. phagocytophilum

E. ewingiil |

—[ Neorickettsia ]

—[ Wolbachia ]

—[ Aegyptianella ]

Fig. 1 Arbol filogenético que muestra las relaciones genéticas de los miembros del orden
Rickettsiales (Basado en Brenner et al., 2005).

2.3 Genoma de E. canis
La secuencia genomica completa de E. canis ha sido publicada y consiste en un

cromosoma circular de 1, 315,030 pb que incluye un total de 984 genes de los
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cuales se generan: 925 proteinas, 40 especies de ARN estables, ademas de 17
pseudogenes y una proporcion de secuencias no codificantes (27% de los 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 homodlogos a la
anquirina eucariota (n=7) (Mavromatis et al., 2006). Varias de estas proteinas son
consideradas como proteinas mayores inmunoreactivas y han sido estudiadas,
incluyendo la gp200, gp140, gp36 y gpl9 (Doyle et al., 2006; McBride et al., 2003;
McBride y Walker, 2003). La gp36 de E. canis es una proteina rica en serinas y es
reconocida por anticuerpos principalmente dirigidos a un epitopo ubicado en la

region repetida en tandem (Doyle et al., 2006).

2.4 Vector
En la garrapata (vector) Ehrlichia canis primero invade las células del epitelio del

intestino delgado, donde forma grandes colonias unidas a la membrana
conteniendo numerosos organismos. La forma reticular que se divide via fision
binaria se transforma en la forma densa infectiva. El patdgeno infecta otros tejidos
del vector, como la glandula salival donde las bacterias se transmiten al hospedero
vertebrado durante la alimentacion de la garrapata (Kocan et al., 2003, 2004,
2010a).

Desde un punto de vista etoldgico, R. sanguineus es endofilico (adaptado a la vida
en interiores), monotrépico (todas las etapas de desarrollo se alimentan de la
misma especie hospedadora) y de tres hospederos (cada etapa de la vida requiere
un nuevo hospedador para alimentarse). Sin embargo, aunque R. sanguineus es
altamente endofilico, también puede sobrevivir en entornos al aire libre,
principalmente si hay refugios disponibles (por ejemplo, paredes de piedra caliza).
Ademas, aunque es monotropico, esta garrapata puede ocasionalmente
alimentarse de otros hospederos (por ejemplo, humanos), que no pertenecen a su

cadena trofica natural. Estos hechos indican que R. sanguineus, puede adoptar
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diferentes estrategias de supervivencia, segun sea necesario (Dantas-Torres,
2010).

Se sabe que Rhipicephalus sanguineus tiene la capacidad de transmitir varios
patégenos como Ehrlichia canis, Anaplasma phagocytophilum, Rickettsia rickettsii
y Ehrlichia chaffeensis (Sosa-Gutiérrez et al., 2016).

En los caninos debilitados con altas infestaciones, R. sanguineus es el vector
primario de Ehrlichia canis causante de la Ehrlichiosis Monocitica Canina (Otranto
et al., 2009).

Se ha puesto menos atencion a la caracterizacion de Ehrlichia canis dentro de los
vectores. R. sanguineus y Dermacentor variabilis han demostrado a nivel
experimental que son vectores competentes de este parasito (Bremer et al., 2005;
Groves et al., 1975).

2.5 Patogenia
E. canis después de ingresar al hospedero inicia el periodo de incubacién 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 del

leucocito se disocian dentro de los granulocitos (Waner y Dawson, 1996).

Las células infectadas tipicamente contienen solo una o dos morulas, sin
embargo, se han llegado a observar hasta 15 moérulas en monocitos de perros
inmunodeprimidos. En la fase aguda de la infeccion 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 linfonodos. Las
células infectadas son transportadas por la circulacién sanguinea al resto del
cuerpo con predileccién a los pulmones, riflones y las meninges. Entre el 70 al

80% de los casos desarrollan una bacteremia persistente y los signos clinicos
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pueden estar ausentes o presentarse de forma leve o grave. Todas las etapas se

caracterizan por la persistencia de trombocitopenia (Waner y Harrus, 2004).

Las células parasitadas por E. canis son encontradas en la microvasculatura del
pulmén, rifibn y meninges. La epistaxis es causada por la hemorragia
caracteristica en pulmén o mucosa nasal. La trombocitopenia en esta infeccion
puede ser inmunomediada (Rikihisa, 1991). La destruccion inmunolégica de las
plaguetas se produce en la forma aguda, encontrando anticuerpos antiplaquetarios
en casos clinicos y experimentales. Otros factores, como el secuestro esplénico y
la produccion del factor de inhibiciébn de la migracion plaquetaria, también estan
implicados en la patogenia de la trombocitopenia. La infeccién subclinica
persistente del microorganismo es debida al secuestro esplénico. La etapa cronica
puede ser potencialmente mortal después de una infeccion persistente y estar

asociada con el dafio irreversible a la médula 6sea (figura 2) (Birtles et al., 2016).
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2 Patogénesis de Ehrlichia canis (Green, 2000).
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2.6 Respuestainmune
Algunos estudios recientes sugieren que los componentes de la saliva o

secreciones intestinales introducidos durante la alimentacion de la garrapata
producen cambios en la actividad inmunoldgica a nivel de la piel y en los
linfonodos (Willadsen y Jongejan, 1999). El efecto de la saliva sobre la respuesta
inmune del hospedero incluye la inhibicién de la respuesta de las células T a la
concavalina A. Se han encontrado en la saliva inmunoglobulinas y proteinas de
union a histamina, cualquiera de estos dos componentes podrian reducir el
rechazo de garrapatas y facilitar la transmision de microorganismos. Esta
evidencia se ha descrito en infestaciones con R. sanguineus, identificando
cambios en la actividad protectora normal de los linfocitos Thl y en un perfil de
citocinas Th2 aberrantes, lo cual esta relacionado con la resistencia a las
infecciones transmitidas por vectores (Ferreira y Silva, 1999). Estos cambios
inmunomodulatorios locales favorecen la transmisiéon de organismos infecciosos
no solo al hospedero, sino también a las garrapatas durante la alimentaciéon
(Labuda et al., 1997). Después de la transmision exitosa de los patdgenos se
generan alteraciones inmunoldgicas que permiten que se presenten los signos
clinicos de la enfermedad, sin embargo, a pesar de la terapia antimicrobiana, los
animales con una respuesta inmune protectora incompleta comunmente
desarrollan una infeccion subclinica persistente y puede reincidir con el estrés o
con enfermedades recurrentes como Lyme (Straubinger et al., 1997). Es probable
gue los patégenos transmitidos por garrapatas contribuyan significativamente a un
considerable incremento en el numero de perros con "pirexia de origen
desconocido”, linfadenopatia, anemia ciclica cronica, trombocitopenia,
poliartropatia, uveitis o vasculitis. Si continda la antigenemia se puede generar una
enfermedad inmunomediada polisistémica. Los animales infectados cominmente
tienen niveles elevados de IgG que se pueden detectar con las pruebas de IFA
(inmunofluorescencia indirecta) y ELISA, ademas gammapatias monoclonales o
policlonales y formacion de inmunocomplejos. Los mecanismos inmunologicos

pueden resultar en anemia hemolitica positiva a Coomb’s, trombocitopenia o
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poliartropatia (Straubinger et al., 1997; Adachi et al., 1992; Grindem et al., 1999.,
Baticados, 2011).

2.7 Signos clinicos
Las infecciones subclinicas pueden persistir por meses o afios, antes de que se

produzca la eliminacion inmunolégica o el desarrollo de una manifestacion cronica
(Breitschwerdt et al., 2014). La severidad de la enfermedad depende del estado
inmune del hospedero, edad, raza y coinfecciones que pueda presentar. Las
manifestaciones clinicas pueden variar de la ubicacién geografica (Vinasco et al.,
2007), pero en general, los signos clinicos que se observan con frecuencia son
letargia, anorexia, baja de peso, fiebre, epistaxis y otros desordenes

hemorragicos, mucosas palidas y linfadenomegalia (Lakkawar et al., 2003).

2.8 Diagnéstico
El diagnoéstico de las enfermedades transmitidas por vectores requiere una

combinacion de hallazgos clinicos y de laboratorio, visualizacibn microscoépica
directa o inmunodeteccidén de organismos infecciosos en sangre o tejido infectado,
cultivo microbiano, pruebas serolégicas, inmunoblotting y PCR. El inconveniente
con la deteccion del cuadro clinico es que la enfermedad tiende a la cronicidad o a
ser subclinica, adicionalmente en estos animales infectados la observacion directa
del microorganismo es dificil, no obstante, con el uso de técnicas

inmunohistoquimicas se aumenta la sensibilidad (Birtles et al., 2016).

2.8.1 Cultivo
El aislamiento de Ehrlichia spp. en cultivo celular requiere experiencia y

generalmente estad restringido a laboratorios de investigacion. Las bacterias
requieren lineas celulares especificas como reticuloendotelial o derivadas de
células del vector (garrapatas). Para Ehrlichia spp. se pueden utilizar las lineas
celulares DH82 (histiocitos de canino) y HMEC-1 (células endoteliales humanas)
(Allison y Little, 2013).

20



2.8.2 Serologia
Las técnicas seroldgicas son las mas frecuentemente usadas como métodos de

diagnéstico como la IFI y ELISA. La técnica de western blot se ha usado para

caracterizar y diferenciar especies de Ehrlichia (Birtles et al., 2016).

Diferentes ensayos basados en pruebas inmunoenzimaticas se han descrito a
nivel clinico como la inmunocromatografia de flujo lateral (SNAP) 3DX, 4DX, 4DX
Plus series (IDEXX Laboratories, West- brook, ME, USA), los cuales detectan
anticuerpos especificos contra péptidos recombinantes derivados de las proteinas
bacterianas. Estos ensayos se basan en la respuesta del hospedero a las
proteinas de membrana externa de Ehrlichia canis, Ehrlichia chaffeensis, Ehrlichia
ewingii, Anaplasma phagocytophilum y Anaplasma platys (figura 3) (Allison y
Little, 2013).

Fig. 3 Prueba de SNAP 4Dx Plus donde se observa una reaccion positiva a Ehrlichia spp. y
Anaplasma spp. (http://www.idexx.es/smallanimal/inhouse/snap-in-house-tests.html).
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2.8.3 Observacion directa
El diagnostico de E. canis por observacion directa se basa en la visualizacion de

morulas en los monocitos circulantes (figura 4) (Waner y Harrus, 2004).

Las evaluaciones microscopicas y serologicas, en conjunto con los signos clinicos

permiten un diagndstico confiable (Vinasco et al., 2007).
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Fig. 4 Mérulas de Ehrlichia spp. (flechas) en células de sangre periférica, con morfologia variable.
Tefidos con Romanowsky (Allison y Little, 2013).

2.8.4 Biologia molecular
Recientemente se han empleado herramientas moleculares como la PCR

(Reaccion en Cadena de la Polimerasa), la cual se ha convertido en la prueba mas
sensible y especifica como método de diagnéstico, aunque esta técnica no
distingue entre una infeccion aguda y un estado de portador. Se han descrito la
eleccion de diferentes genes en el género Ehrlichia spp. para la amplificacion por
la técnica de PCR como el 16S, GroESL, msp2, msp4, dsb, glta (citrato sintetasa)
(Allison y Little, 2013) y gp36 (Almazan et al., 2016).

Los ensayos de PCR han contribuido considerablemente para poder entender los
agentes anaplasmales, en Ehrlichia canis ha permitido una deteccion directa de un
bajo nimero de organismos en hospederos infectados de manera natural y

artificial (Fenollar, 2004; Sparagano et al., 1999).
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2.9 Tratamiento
El tratamiento de la infeccidn por E. canis consiste en agentes antibacterianos que

incluyen tetraciclinas y cloranfenicol, como se puede apreciar en el cuadrol.
Generalmente los tratamientos tempranos en etapas agudas son mas favorables y
por el contrario en los caninos en etapas cronicas no responden al tratamiento por
los cambios multisistémicos y la severa mielosupresion (Green, 2015).

Cuadro 1 Se muestran los diferentes antimicrobianos usados para el tratamiento en
caninos por la infeccion de Ehrlichia canis.

Doxiciclina 5alo0 VO (V) 24 28 (rifamicina-
cronicos)
Minociclina 10 VO 12 28
Tetraciclina 22 VO 8 28
Oxitetraciclinas 10 A 8 28
cloranfenicol 50 VO (IV,SC) 8 28

VO (Via Oral), IV (Intravenoso), SC (subcutaneo).

2.10 Prevencion
Aungue la vacunacion es una herramienta de control potencialmente importante,

existen problemas inherentes en la utilizacion de vacunas que son inefectivas
contra organismos que pueden evadir células involucradas en la respuesta inmune
del hospedero y que adicionalmente estas bacterias tienen una gran variabilidad
generando diferentes especies o cepas. Ademas, se conoce relativamente poco
de los aspectos involucrados en una respuesta inmune protectora contra estos

agentes en caninos, y tales respuestas inmunes enddgenas pueden ser
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suprimidas por factores solubles derivados de las garrapatas. A pesar de esto, las
vacunas producidas comercialmente estan disponibles para babesiosis canina y
borreliosis (Birtles et al., 2016).

Aungue no estan disponibles comercialmente, también se han evaluado vacunas
experimentales para la ehrlichiosis monocitica canina. Los extractos de antigeno
de E. canis cultivados en células y administrados con adyuvante, indujeron
inmunidad mediada por anticuerpos, pero no fue protectora, mientras que una
vacuna basada en organismos de E. canis completos e inactivados pudo proteger

a los perros del desafio experimental (Harrus et al., 1999).

2.11 Salud publica
En 1996 se reportd la primera infeccion y el aislamiento de una cepa de E. canis

de una persona infectada de manera crénica en Lara, Venezuela. En USA habia
casos sospechosos de ehrliquiosis por E. canis, sin embargo, hasta la
identificacion de E. chaffeensis la causa era desconocida. E. chaffeensis fue
aislada de un soldado de Fort Chaffee, Arkansas y reconocida como el agente
causal de una nueva enfermedad, mas tarde descrita como ehrliquiosis monocitica
humana (HME) debido a su tropismo por monocitos (Stephens 2005). Por esta
razon se ha sugerido que la cepa venezolana humana es una variante o una
subespecie de E. canis. y estd estrechamente relacionada con Ehrlichia
chaffeensis. Los signos de la EMH se caracterizan por fiebre, escalofrios, dolor de
cabeza, mialgia, anorexia, vomito, pérdida de peso, trombocitopenia, meningitis y
encefalitis. De acuerdo con la CDC, 2006 el diagnéstico se basa en: la evidencia
serologica de 1gG con la prueba de IFI, ensayos de PCR, inmunohistoquimica a
partir de biopsias y aislamiento. El tratamiento es a base de doxiciclina via oral,

dos veces al dia por 14 dias (Pérez et al., 2006., Gaff y Sonenshine, 2014).
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3. Fiebre Maculosa de las Montafias Rocosas (FMMR)

3.1 Antecedentes
En algunos Estados de la Republica Mexicana como Sinaloa, Nuevo Le6n y

Coahuila desde 1985 han reportado afio tras afio la presencia de tifo endémico o

murino y fiebre manchada (Mercado, 2010).

En 2009 se detect6é en el municipio de Mexicali, Baja California la presencia de la
enfermedad de FMMR provocada por Rickettsia rickettsii y Rickettsia prowazekii,
involucrando como vector a la garrapata Rhipicephalus sanguineus (Bustamante y
Pon, 2010a).

3.2 Etiologia
La familia Rickettsiaceae puede mantenerse en la naturaleza a través de un ciclo

gue involucra reservorios en mamiferos y vectores artropodos. Una caracteristica
general de las rickettsias es que los mamiferos y los artropodos son hospederos
naturales (Mahajan, 2012). Las bacterias del orden Rickettsiales se describieron
por primera vez como microorganismos bacilares cortos, Gram negativos que
retienen fucsina basica cuando se tifien con el método de Giménez (figura 5),
aunque también se pueden utilizar otras tinciones como Wright, Giemsa,
Machiavello y Castafieda (Giménez, 1964; Treadwell et al., 2000). Las Rickettsias
son pardsitos intracelulares estrictos que requieren células huésped para
replicarse. Estas bacterias se encuentran exclusivamente de forma intracelular,
aunque no dentro de una vacuola (Heinzen et al., 1993; Teysseire et al., 1995;
Teysseire et al., 1992). Las Rickettsias pueden observarse en los nucleos de las
células infectadas, tal vez porque pueden moverse dentro de la célula por medio
de la polimerizacion de la actina (Burgdorfer et al., 1968; Heinzen et al., 1993;

Teysseire et al., 1992).
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Fig. 5 Microfotografia con la tincién de Giménez del saco vitelino, revelando la presencia de las
bacterias Rickettsia rickettsii (fuente: https://media.eol.org/content/2009/11/25/03/84915_orig.jpg.
fecha de consulta 20/06/2018).

El citosol de estas bacterias es rico en nutrientes como aminoacidos y nucleétidos,
esto ha permitido a las Rickettsias deshacerse de genes que codifican enzimas
para su metabolismo, esta caracteristica es probablemente la razén por la cual no
crecen en medios de cultivo convencionales. Las especies de Rickettsia contienen
al menos 5 autotransportadores que son proteinas con tres dominios, las cuales
pueden mediar el transporte a través de la membrana celular al insertarse por la
membrana externa hasta llegar a la pared celular. Entre los autotransportadores la
proteina de membrana externa (OmpA) esté presente solo en Rickettsias incluidas
en el grupo de fiebre maculosa y OmpB esta presente en todas las especies de
Rickettsias (Walker, 2007).
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3.3 Genoma de R. rickettsii
Las Rickettsias poseen ribosomas 70 S y ambos acidos nucleicos ADN y ARN

(Barba, 2009), el tamafio del genoma de las Rickettsias (1.0 a 1.4 mega pares de
bases (mpb) para la mayoria de las Rickettsias) es cuatro veces mas pequefio que
el genoma de bacterias entéricas (4.8 mpb para E. coli) y de vida libre. EIl ADN
consiste en un cromosoma circular simple (Andersson et al., 1998; McLeod et al.,
2004; Roux et al., 1997).

El primer gen empleado en los analisis filogenéticos fue el 16S ARNr. Su uso
permitié un gran avance para los estudios filogenéticos y taxondmicos dentro de
este género. Gracias a estos estudios pudieron ser reclasificados diferentes
géneros de bacterias ubicados en el orden Rickettsiales como Coxiella,
Eperythrozoon, Haemobartonella, Bartonella, Rochalimaea y Grahamella, en otros

ordenes, familias e incluso clases (Fouernier, 2009; Eremeeva, 2012).

Debido a las limitaciones del gen 16S ARN para hacer una diferenciacion dentro
del género, comenzaron a emplearse otros genes entre los que se incluyen, gltA,
que codifica para la enzima citrato sintetasa y los genes de la familia de

autotransportadores sca: ompA, ompB, sca4, scal y sca2 (Fouernier, 2009).

3.4 Vector
La garrapata café del perro (Rhipicephalus sanguineus) parece ser el vector

primario de Rickettsia rickettsii, aunque los géneros Dermacentor y Amblyomma
americanum también son vectores involucrados. Rhipicephalus sanguineus y
Amblyomma americanum son de las garrapatas mas distribuidas en todo el
territorio mexicano (Eremeeva et al.,, 2011; NOM-032-SSA2-2010; Shaw et al.,
2001; La Scola et al., 1997).

La infeccion causada por Rickettsia rickettsii en las garrapatas, es sistémica, sin
dafio aparente a la garrapata hospedera, infectando y multiplicandose en casi
todos los organos, en las células epiteliales del estbmago superior, las glandulas

salivales y también se encuentra en la hemolinfa del ectoparasito, los machos lo
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transmiten mediante fluidos corporales o espermatozoides durante el periodo de

reproduccion (da Silva Costa et al., 2011).

El microorganismo puede ser transmitido por las garrapatas desde las formas
inmaduras a las adultas (transmisién transestadial) y de una garrapata a su
descendencia cuando los ovarios y los huevos de la garrapata son infectados
(transmision transovarica) y ademas, puede ocurrir transmision horizontal por
medio de un mamifero infectado que desarrolle una rickettsemia de suficiente
magnitud como para infectar otras garrapatas. La garrapata infectada lleva la
bacteria durante toda su vida, manteniendo el microorganismo a través de muchas
generaciones de garrapatas, transmitiendo al agente por medio de la saliva
mientras se alimenta de la sangre (Anderson y Magnarelli, 2008; Barba, 2009; da
Silva Costa et al., 2011; Kaufman, 2010).

3.5 Patogenia
La via primaria de transmisién de Rickettsia rickettsii a hospederos vertebrados

susceptibles es a través de la saliva de garrapatas de la familia Ixodidae durante el
proceso de alimentacién (Dantas-Torres, 2007). Una vez que la garrapata
asciende al hospedero e inicia el proceso de alimentacién requiere un periodo
minimo de 4 a 6 horas para iniciar la transmision efectiva de la bacteria, aunque
para que sea realmente eficaz deberd prolongarse por 22 a 24 horas (Moore,
1911; Thorner, 1998).

El mas importante efecto fisiopatologico es el incremento de la permeabilidad
vascular con consecuente edema, disminucion del volumen sanguineo,
hipoalbuminemia y disminucion de la presién osmatica e hipotensiéon. Las células
endoteliales infectadas generan las erupciones maculares-papulares. La lesion
vascular y posterior respuesta linfo-histiocitica contribuyen a la diseminacion de
las Rickettsias generando neumonia y miocarditis intersticial, nédulos gliales
perivasculares en SNC, lesiones vasculares en piel, dafio gastrointestinal, y de

tejidos como pancreas, higado, musculo esquelético y rifiones (figura 6). La
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disminucién en el nimero de plaquetas se presenta a nivel local (Moore, 1911;
Thorner, 1998).

TRANSMISION POR VECTOR

Replicacion en células endoteliales de
vasos sanguineos pequefios

Vasculitis, vasoconstriccion

Incremento de la permeabilidad
vascular

Incremento de la
pérdida de plasma,
Incremento de fluido

Hemorragia microvascular,
trombocitopenia, CID.

interstirial \
Hipotension
| e
Disminucion de
Edema de: Cerebro, Shock, petequias,dafio —————  |a perfusién
pulmoén y piel al 6rgano renal

Fig. 6 Patogenia de la infecciébn con R. rickettsii en perros. CID (Coagulacion Intravascular
Diseminada). (Adaptada de Green, 2015).

Las bacterias se unen al receptor de la célula huésped Ku70 por medio de la
proteina de superficie mas abundante OmpB (Martinez et al.,, 2005). Las

Rickettsias del grupo de la fiebre manchada también usan OmpA como adhesina.
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Dando como resultado la fagocitosis de la Rickettsia asociada, que ocurre como
resultado de un mecanismo de cierre que implica la alteracion del citoesqueleto
actina en el sitio de entrada. Otra proteina rickettsial, la RickA, expresada en la
superficie activa la Arp2/3 e inicia la polimerizacion de la actina de la célula
huésped (Gouin, 2004; Jeng et al., 2004). Los filamentos de actina empujan a la
Rickettsia hacia la superficie de la célula huésped, donde la membrana de esta
célula se deforma hacia afuera y se invagina en la célula adyacente. La ruptura de
ambas membranas celulares permite que la Rickettsia ingrese a la célula
adyacente sin estar expuesta al entorno extracelular. Algunas Rickettsias salen
por la superficie luminal de los vasos sanguineos hacia el torrente circulatorio

como se muestra en la figura 7 (Walker, 2007).
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Fig. 7 Infeccién de la célula por Rickettsia y sefializacion celular (Adaptado de Mansueto et al.,
2012; Riley et al., 2010; Walker, 2007; Walker y Ismail, 2008).
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Dentro de la célula las bacterias deben aprovechar los nutrientes para poder
crecer y evitar la fusién fagolisosomal, si se internalizan las Rickettsias deben
escapar del fagosoma (Whitworth et al., 2005), para ello las bacterias secretan
Fosfolipasa D y hemolisina C, las cuales dafian la membrana fagosomal y asi
pueden liberarse (Walker, 2007).

La célula diana de las Rickettsias es la célula endotelial y su proliferacién en el
endotelio vascular produce vasculitis (Raoult, 1997). EI principal efecto
fisiopatolégico de las infecciones por Rickettsias es una mayor permeabilidad
microvascular debido a la ruptura de uniones adherentes entre células endoteliales
infectadas, el desarrollo de espacios interendoteliales y la modificacién de la forma
de células endoteliales a morfologia de grandes husos (Valbuena, 2005). El dafio
a las células endoteliales infectadas con Rickettsias se relaciona con el estrés
oxidativo, que generan dafio peroxidativo de lipidos a las membranas de las
células huésped (Rydkina et al., 2004). El dafio a la célula endotelial activa el
factor nuclear Kg, el cual inhibe la apoptosis y media la produccion de citocinas

proinflamatorias (Joshi et al., 2004).

El endotelio infectado con Rickettsias produce IL-6, IL-8 y la proteina quimiotactica
de monocitos 1. El retraso de la muerte de las células endoteliales permite un
mayor crecimiento rickettsial a nivel intracelular (Walker, 2007).

Aunque se sabe que el consumo de plaquetas es la causa primaria de la
trombocitopenia en los casos clinicos, también se ha logrado identificar

anticuerpos anti-plaguetarios en perros infectados (Grindem et al., 1999).

3.6 Respuestainmune
La respuesta inmune del hospedero contra la infeccion por bacterias tiene

mecanismos diversos, como la activacién del control bactericida de las células
endoteliales por la infeccion intracelular y el papel de la autofagia en la muerte por

Rickettsias mediada por citoquinas (Valbuena, 2002).
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En infecciones tempranas las células NK se activan en asociacion con el IFN-y e
inhiben el crecimiento de las bacterias, ademas los linfocitos T citotoxicos CD8+,
eliminan las células endoteliales infectadas, produciendo apoptosis por un
mecanismo mediado por perforinas. También se producen anticuerpos contra las
proteinas OmpA y OmpB, pero no en contra de los lipopolisacaridos de la
membrana externa de las Rickettsias que son los protectivos en las reinfecciones
(Feng et al., 2004; Feng y Walker, 2004).

Las células T CD4+ y CD8+ contribuyen a la inmunidad protectora, y la
localizacion de linfocitos y macréfagos en los focos de infeccion en la
microcirculacion, se asocia con la eliminacion de Rickettsias. Se ha documentado
que las células T CD4+ y CD8+ perivasculares, los macréfagos y las células
dendriticas son las fuentes de citocinas que se activan por la rickettsiosis
endoteliales (Valbuena, 2002).

3.7 Signos clinicos
La garrapata cuando transmite Rickettsia rickettsii y tras un periodo de incubacién

que oscila entre 2 y 14 dias, ocasiona un cuadro agudo inespecifico en su
comienzo, que si no es diagnosticado y tratado oportunamente puede ser fatal
(CDC, 2006; Chen, 2008).

En su mayoria, las infecciones en perros son subclinicas y en muchas ocasiones
hay altas tasas de seropositividad de animales sanos en zonas endémicas
(Milagres, 2010), los caninos infectados pueden presentar fiebre, letargia, vomito y
anorexia, y a medida que la enfermedad progresa otros signos como lesiones
oculares, alteraciones en la coagulacién (trombocitopenia), artralgias, orquitis y
signos neurologicos pueden ser observados (Nicholson, 2010; Ober et al., 2004;
Mikszewski, 2005).

32



3.8 Diagnéstico
3.8.1 Cultivo
Historicamente varias Rickettsias spp han sido aisladas a través de la inoculacion

en animales de laboratorio como cuyes, ratas, ratones o embrion de pollo, en la
actualidad, las estrategias son empleando cultivo celular de fibroblastos de pulmén
humano en viales de Shell lo cual implica un sistema de microcultivo y
centrifugacion para mejorar la adherencia de las Rickettsias a las células, en lugar
de cajas de cultivo. Las lineas celulares mas utilizadas son 14pf (fibroblastos de
rata), L929 (tejido conectivo de raton) y HMEC-1(Célula Endotelial Humana)
(Allison y Little, 2013).

3.8.2 Serologia
Las pruebas seroldgicas y la biopsia de piel siguen siendo el mejor medio para

confirmar un diagnéstico de FMMR. Los ensayos de anticuerpos
inmunofluorescentes se consideran las mejores alternativas diagndsticas
seroldgicas. La aglutinacion con latex y los ensayos de inmunoabsorcién ligados a
enzimas (ELISA) también son técnicas disponibles. La mayoria de los ensayos
comerciales identifican IgM e 1gG (Chapman et al., 2006). Los anticuerpos contra
R. parkeri pueden tener reactividad cruzada en los ensayos de R. rickettsii (Raoult
et al., 2005).

La tincién de inmunohistoquimica es 100% especifica y aproximadamente tiene un
70% de sensibilidad (Walker, 1995).

3.8.3 Biologia molecular
Se han desarrollado ensayos moleculares para la deteccion de Rickettsia spp. en

sangre y otros tejidos como piel. Sin embargo, se ha demostrado que la utilidad en
muestras de sangre periférica de caninos es bastante variable, particularmente
para R. rickettsii, presumiblemente debido a un numero bajo de organismos
circulantes (Allison y Little, 2013; CDC, 2012).
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3.9 Tratamiento
Los antimicrobianos usados para la FMMR se conocen como riketsiostaticos, la

doxiciclina y cloranfenicol (o derivados del mismo) son los farmacos de eleccion y
deben administrarse por lo menos durante 7 dias. Los casos de muerte por FMMR
se asocian al diagnéstico tardio de la infeccidbn (Green, 2015; Dantas-Torres,
2007).

3.10 Prevencion
No hay vacunas disponibles para el uso en caninos o en personas. Se han

utilizado a nivel experimental vacunas recombinantes derivadas de la proteina de
membrana externa de R. rickettsii o R. conorii mostrando inmunoproteccion en
roedores (Green, 2015). Hay que evitar zonas endémicas donde esta presente el

vector, asi como el uso de repelentes (Dantas-Torres, 2007).

3.11 Salud publica
La triada clinica clasica de la fiebre manchada de las montafas rocosas en

humanos consiste en fiebre, cefalea y erupcién cutadnea, los cuales a menudo
aparecen subitamente. El exantema (rash) aparece entre el tercero y el sexto dia
después del inicio de los sintomas. La erupcion inicialmente es eritematosa,
posteriormente puede volverse como una lesion macular de 1-5mm y representa el
foco de la infeccion vascular acompafiada de vasodilatacion. La erupcion es el
signo més caracteristico de la enfermedad; se presenta en mas de 80% de los
casos Y se inicia por las mufiecas y los tobillos. Al término de la primera semana
pueden aparecer sintomas nerviosos tales como agitacion, insomnio, delirio y
coma. En la segunda semana de la enfermedad se pueden presentar

complicaciones circulatorias y pulmonares (Hun-Opfer, 2008; Pickering, 2000).
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4. JUSTIFICACION

En la ciudad de Chihuahua, México no se ha generado informacion respecto a la
posible infeccidon en perros con Ehrlichia canis y/o Rickettsia rickettsii, ain con la
evidencia del vector (Rhipicephalus sanguineus) en la region, por lo que una
estrategia de diagndstico de tipo molecular como PCR punto final, puede ser

adecuada para reconocer la presencia de este tipo de infecciones en caninos.
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5. HIPOTESIS

Si los caninos que habitan la ciudad de Chihuahua se encuentran parasitados por
la garrapata café del perro (Rhipicephalus sanguineus), entonces, pueden estar
infectados por bacterias del género Ehrlichia spp. y Rickettsia spp. y es posible

detectarlas e identificarlas por PCR-secuenciacion.
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6. OBJETIVOS

e General
o Identificar a Ehrlichia canis y/o Rickettsia rickettsii presentes en caninos
infectados que habitan en la ciudad de Chihuahua, México, mediante la

técnica de PCR punto final-secuenciacion.

e Particulares

o Disefar iniciadores para la técnica de PCR con la finalidad de amplificar
ADN bacteriano a partir de leucocitos de sangre periférica infectados.

o Estandarizar las condiciones de la PCR para la deteccion de Ehrlichia
canis y/o Rickettsia rickettsii que permitan generar productos de
amplificacion secuenciables con lo que se confirmara el género y la

especie.
o Establecer la frecuencia de la infeccion por bacterias Ehrlichia canis y/o

Rickettsia rickettsii detectadas en poblaciones caninas de la ciudad de

Chihuahua, México.
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7. MATERIAL Y METODOS

7.1 Poblacion de estudio
El grupo de estudio se conformd por una poblacién de 123 caninos de diferentes

edades, razas y sexo de tres regiones de la ciudad de Chihuahua que en estudios
previos (Marquez, 2012) identificaron la presencia del vector Rhipicephalus

sanguineus.

En la figura 8 se detalla el area de estudio, identificando las colonias de la ciudad
de Chihuahua en donde fueron recolectadas las muestras.

berasdel \130/
cramento.
laso)
&
(45} _ Jardines de Oriente
b o) % (n=19)
_ Chihuahua
: o~ 77— 3 de Mayo
Villa Juarez , S (n=67)
(n=37) :
(ol ~ |-

Fig. 8 Colonias en la ciudad de Chihuahua donde se realizé el muestreo en caninos apoyado por
el centro de control.
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7.2 Muestras sanguineas
De cada canino se obtuvo una muestra de sangre en tubos con heparina (BD

Vacutainer®, México) y aguja calibre 21 (BD, México) por punciéon de la vena
cefalica o safena. Las muestras se centrifugaron a 2500 rpm por 15 minutos para
separar la fraccion liquida (plasma) y la capa blanca fue obtenida mediante el uso
de soluciones de lisis (Gorodezky et al.,, 2009) (anexo 1), elaboradas en el
laboratorio de “Virologia, Genética y Biologia Molecular” para obtener los

leucocitos de sangre periférica (LSP) (anexo 1).

7.3 Extraccién de ADN
A partir de los LSP se realizo la extraccion de ADN con el uso de un kit comercial

(FavorPrep™ Tissue DNA Extraction Mini Kit, FavorGen® Biotech Corp., Pingtung,
Taiwan), siguiendo las indicaciones del fabricante. El ADN obtenido se cuantifico
mediante la lectura de la absorbancia a 260-280 nm en un NanoDrop Lite (Thermo

Scientifc, USA) y se almaceno a -20 °C hasta su uso.

7.4 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)
Para el disefio de los iniciadores que se emplearon en la PCR se consideraron

secuencias disponibles en la base de datos del GenBank de las regiones
genéticas gp36 y ompA. Se utilizaron los programas bioinformaticos de BioEdit
(BioEdit version 5.0.6 Copyright ©1997-2001) y Primer3 Input version 4.0.0
(https://primer3plus.com/primer3web/primer3web_input.htm) para el disefio de los

iniciadores.

7.4.1. PCR gen gp36 de E. canis
Condiciones de amplificacion y concentraciones de reactivos de la primera ronda

de la PCR para amplificar un fragmento del gen gp36 de E. canis (cuadro 2y

figura 9).
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Cuadro 2 Reactivos de la mezcla de reaccién de la PCR-gp36 (primera ronda) para identificar E.
canis.

REACTIVOS CONCENTRACION VOLUMEN POR
INICIAL REACCION (ul)
Agua gbm N/A 9.15
Buffer 10x con 1.5 Cl2Mg | 1x 2.0
DNTP’s 225uM 0.45
Iniciador Fwl gp36 600nM 1.2
Iniciador Rv1 gp36 600nM 1.2
Taq 5U/ul 1
ADN 500ng 5
Total 20.0

gbm: grado biologia molecular, Cl.Mg: cloruro de magnesio, ng: nanogramos, nM: milimolar,
nM: nanomolar, pM: micromolar, U/ul: unidades por microlitro, DNTP’s: mezcla de

deoxinucleotidos, Fw: forward, Rv: reverse, N/A: no aplica.

40 CICLOS

Desnaturalizacion Hibridacion Extension

95°C 95°C

5:00 min 00:40 s
72°C 72°C
00:50s !10:00 min

45°C
00:40 s

4°C

° C: grados Celsius.

Fig. 9 Condiciones de amplificacion de la PCR-gp36 (primera ronda) para identificar E. canis.
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Condiciones de amplificacion y concentraciones de reactivos de la PCR anidada

para amplificar un fragmento del gen gp36 de E. canis, se describe en el cuadro 3

y figura 10.
Cuadro 3. Mezcla de reaccion para la PCR-gp36 anidada de E. canis.
REACTIVOS CONCENTRACION VOLUMEN POR
INICIAL REACCION (ul)
Agua gbm N/A 16.73
Buffer 10x con 1.5 Cl2Mg 1x 3.0
DNTP's 225uM 0.68
Iniciador Fw2 gp36 600nM 1.8
Iniciador Rv2 gp36 600nM 1.8
Taq 5U/ul 1
ADN producto 12 ronda 1:10 5
Total 30.0

gbm: grado biologia molecular, CloMg: cloruro de magnesio, ng: nanogramos, nM: milimolar,
nM: nanomolar, pM: micromolar, U/ul: unidades por microlitro, DNTP’s: mezcla de

deoxinucleotidos, Fw: forward, Rv: reverse, N/A: no aplica.

40 CICLOS

Desnaturalizacién Hibridacién Extension

95°C 95°C
5:00 min 00:40 s
72°C 72°C
00:35s 10:00 min

50°C
00:30 s

4°C

° C: grados Celsius.

Fig. 10. Condiciones de amplificacion de la PCR gp36 anidada de E. canis.
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7.4.2. PCR gen ompA de R. rickettsii
Condiciones de amplificacion y concentraciones de reactivos de la primera ronda

de la PCR para amplificar un fragmento del gen ompA (cuadro 4y figura 11).

Cuadro 4 Reactivos de la mezcla de reaccion de la PCR-ompA (primera ronda) para identificar R.
rickettsii

REACTIVOS CONCENTRACION VOLUMEN POR
INICIAL REACCION (ul)
Agua gbm N/A 9.15
Buffer 10x con 1.5 Cl2Mg | 1x 2.0
DNTP’s 225uM 0.45
Iniciador Fw1 gp36 800nM 1.2
Iniciador Rv1 gp36 800nM 1.2
Taq 5U/ul 1
ADN 500ng 5
Total 20.0

gbm: grado biologia molecular, Cl,Mg: cloruro de magnesio, ng: nanogramos, nM: milimolar,
nM: nanomolar, pM: micromolar, U/ul: unidades por microlitro, DNTP’s: mezcla de

deoxinucleotidos, Fw: forward, Rv: reverse, N/A: no aplica.

40 CICLOS

Desnaturalizacién Hibridacion Extension

95°C 95°C
5:00 min

° C: grados Celsius.

Fig. 11 Condiciones de amplificacion de la PCR-ompA (primera ronda) para identificar R. rickettsii.
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Condiciones de amplificacion y concentraciones de reactivos de la PCR anidada
para amplificar un fragmento del gen ompA de R. rickettsii, se describe en el

cuadro 5y figura 12.

Cuadro 5 Mezcla de reaccion para la PCR-ompA anidada de R. rickettsii.

REACTIVOS CONCENTRACION VOLUMEN POR
INICIAL REACCION (ul)
Agua gbm N/A 16.73
Buffer 10x con 1.5 Cl2Mg | 1x 3.0
DNTP's 225uM 0.68
Iniciador Fwlgp36 800nM 1.8
Iniciador Rv1lgp36 800nM 1.8
Taq 5U/ul 1
ADN producto 12 ronda 1/10 5
Total 30.0

gbm: grado biologia molecular, CloMg: cloruro de magnesio, ng: nanogramos, nM: milimolar,
nM: nanomolar, pM: micromolar, U/ul: unidades por microlitro, DNTP’s: mezcla de

deoxinucleotidos, Fw: forward, Rv: reverse, N/A: no aplica.

40 CICLOS

Desnaturalizacién Hibridacién Extensién

95°C 95°C
5:00 min 00:40 s

72°C 72°C
00:35s 10:00 min

58°C
00:30 s

4°C

o C: grados Celsius.

Fig. 12 Condiciones de amplificacion de la PCR ompA anidada de R. rickettsii.
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7.5. Electroforesis

Al finalizar la reaccién de PCR el producto se analizé y separ6 por electroforesis
en un gel de agarosa al 1.5% en TAE 1X (anexo 1), conteniendo bromuro de etidio
(BIO-RAD, USA) y visualizado en un transiluminador con luz UV (UVP, M-20E,
USA). El producto procedente de bandas que se identificaron en el tamafio

esperado fueron cortadas.

7.6. Purificacion
Las bandas cortadas fueron purificadas con ayuda de un kit comercial FavorPrep

GEL/ PCR Purification Mini Kit de Favorgen® Biotech Corp., Pingtung, Taiwan;

siguiendo las indicaciones del fabricante.

7.7. Secuenciacioén, analisis y edicién de secuencias
El ADN se secuencid en un equipo para tal fin (modelo 3130xlI Genetic Analyzer,

Applied Biosystems®) de 16 capilares en la Unidad de Biotecnologia y Prototipos
(UBIPRO) de la FES-Iztacala, UNAM.

La secuenciacion se realizdé con base en la cadena antisentido 3’-5’ utilizando el
iniciador Rvgp36. Las secuencias resultantes posteriormente fueron analizadas
empleando el programa bioinformatico CHROMAS®. Un andlisis comparativo de
similitud e identidad entre las secuencias de los genes gp36 y ompA se llevo a

cabo con el programa BioEdit®.

7.8 Andlisis filogenético

Las alineaciones multiples para los estudios de comparacion y filogenéticos se
realizaron con el programa BLASTn (Basic Local Alignment Search Tool, EUA) y
MEGA ® v7.018.
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Los arboles filogenéticos se construyeron con el algoritmo Neighbor-Joining,
utilizando el programa MEGA ® v7.018. Los limites de confianza estadistica de la

topologia de los filogramas se determinaron con ayuda de 1000 bootstraps.

7.9. Analisis estadistico
Usando un modelo lineal generalizado en el programa SPSS (https://ibm-spss-

statistics-base.uptodown.com/windows) se buscaron diferencias en la deteccion
por PCR entre el sexo, raza y edad de los perros, asi como la colonia de
procedencia de las muestras, para ello se emple6 el modelo logistico binario que

se muestra a continuacion (Coughling, 1992):

P(Y) = 1+ e-(bo+bix)

Donde:

P: Probabilidad de que ocurra Y (Y= deteccion de la enfermedad)
e: Logaritmo natural (e= 2.7182818..)

bo: El intercepto con el eje de las Y

bi: Linea gradiente

x1: Predice la probabilidad de Y

8. RESULTADOS

El total de las muestras de caninos colectadas fueron 123, de las cuales 66 fueron

hembras y 57 machos.
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El grupo muestreado fue clasificado en mestizos y de raza, los cuales el 36.59%

correspondian a caninos de raza 'y 63.41% a caninos mestizos.

Respecto a las edades, se muestrearon 56 caninos menores de un afo, 26 de 1 a

3 afios, 29 de 3 a 6 afios y 12 mayores a 6 afos (figura 13).

Edad en
rangos

M- 1 afo
E1 -3 afos
O3 -6 afos
W= G afios

Fig. 13 Edades de los caninos muestreados y expresados en porcentajes, los caninos se
dividieron en 4 grupos: menor de 1 afio, de 1 a 3 afios, de 3 a 6 afios y mayores de 6 afos.

Las muestras fueron recolectadas de diferentes colonias, las cuales se

mencionan a continuacion.
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Cuadro 6 Colonias de la ciudad de Chihuahua donde se realiz6 el estudio, se muestra el nilmero
de muestras de caninos por colonia.

Colonia NUumero de muestras
Jardines de Oriente 19 (15.45%)
3 de Mayo 67 (54.47%)
Villa Juarez 37 (30.08%)
Total 123 (100%)

Los resultados obtenidos en la observacion de los frotis de sangre periférica de las
muestras de caninos tefiidos con Giemsa-Wright (anexo 1) fue la observacion de

la presencia de una morula en la muestra 46c¢ (figura 14).

Fig. 14 Se muestra la presencia de una mérula (flecha amarilla) dentro de un neutréfilo.
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8.1 Ehrlichia canis
Los iniciadores para la PCR anidada se disefiaron utilizando secuencias

disponibles en el GenBank, ademas de utilizar posibles candidatos de iniciadores

previamente ya reportados (cuadro 7).

Cuadro 7 Iniciadores utilizados para la amplificacion de un fragmento del gen gp36 de E. canis
por PCR anidada.

Iniciadores | Referencia Secuencia Producto de | Tm

amplificacion | (°C)

Fwgp36 Almazéan, 2015. GTATGTTTCTTTTATATCATGGC 51.78
Rvgp36 Almazan, 2015. GGTTATATTTCAGTTATCAGAAG 748 pb 50.60
gp36 Fw2 Este estudio ATGGGTTATTGTATGCTTCATTT 54.61
gp36 Rv2 Este estudio AGCAGAAACAGAATCTTCAGTAA 435 pb 55.88

pb = pares de bases

El producto esperado de una amplificacion positiva por PCR anidada para
Ehrlichia canis fue de 435 pb, con esta técnica se lograron amplicones positivos en
20 de las 123 muestras evaluadas (figura 15). La frecuencia de infeccion por E.

canis en caninos de Chihuahua detectada por la PCR anidada fue del 16%.

‘mpb E49 E52 E57 E59 E60 E61 E64

500pb
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mpb = marcador de pares de bases; amplicones positivos E49, E52, E57, E59, E60, E61 y E64.

Fig. 15 Productos de amplificacion por PCR de un fragmento del gen gp36 de Ehrlichia canis
separados por electroforesis en un gel de agarosa.

8.1.1. Muestras de caninos positivos por PCR a E. canis
Los resultados obtenidos por PCR para E. canis se muestran por grupos de

estudio (cuadro 8). Los resultados positivos por sexo fueron 14.04% en machos y
18.18% en hembras (figura 16). Los resultados obtenidos por edad indicaron una
menor positividad en caninos por debajo de un afio de edad y los de mayor
positividad fueron los animales de mas de 6 afios de edad (figura 17). Los
resultados obtenidos para las razas definidas y mestizos fue de una ligera mayor
positividad para el grupo de razas definidas (figura 18). Con respecto a la
positividad de la PCR por region, la colonia Villa Juarez fue la que tuvo un menor

namero de caninos positivos a E. canis (figura 19).

Cuadro 8. Muestras positivas por PCR anidada que amplific6 un fragmento del gen gp36 de E.
canis a partir de leucocitos de sangre periférica de caninos.

Identificacién | Edad Sexo Raza PCR Muestras
(meses) positivos | secuenciadas
25¢c 24 Macho | Mestizo +
28c 4 Hembra | Poddle +
33c 36 Hembra | Mestizo +
35¢c 7 Macho | Mestizo +
36¢ 5 Macho | Mestizo +
38c 18 Macho | Cocker +
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44c 108 Hembra | Chihuahuefio
49c 48 Hembra | Mestizo

52c 84 Macho | Mestizo

57c 48 Hembra | Chihuahuefio
59c 36 Hembra | Cocker

60c 36 Hembra | Chihuahuefio
61c 24 Hembra | Mestizo

64c 84 Macho | Mestizo

70c 24 Hembra | Mestizo

71c 84 Macho | Mestizo

78c 36 Hembra | Boxer

79c 5 Macho | Pitbull

82c 24 Hembra | Mestizo

2d 60 Hembra | Boxer
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Sexo PCR E.
canis

Hembra Macho B 1egativo
B Positivo

Fig. 16 Resultados de la PCR para la deteccion de E. canis mostrados por sexo.
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Edad en rangos PCRE.
canis

<1ano 1-3afos 3-6 anos > 6 anos Wtiegativo
Brostivo

Fig. 17 Resultados de la PCR para la deteccién de E. canis mostrados por edad.

PCRE.
canis
Mestizo Raza B Negativo

Bl Positivo

Fig. 18 Resultados de la PCR para la deteccion de E. canis mostrados por raza definida y
mestizos.
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Colonia PCRE.
canis

3 Mayo Jardines de Oriente Villa Juarez Bnegativo
M postivo

Fig. 19 Resultados de la PCR para la deteccion de E. canis mostrados por colonia de muestreo en
la Ciudad de Chihuahua.

8.1.2. PCR del gen constitutivo hipoxantin-guanin fosforribosil transferasa 1
(HPRT1)
Se evaluaron las muestras con resultados negativos a la PCR para E. canis con la

finalidad de verificar la integridad del ADN utilizado y corroborar su resultado
negativo. Se usaron los iniciadores FWHTPR1 (5-TTG CTG ACC TGC TGG ATT
AC-3") y RVHTPR1 (5-CTG ACC AAG GAA AGC AAA GT-3) (Ramos, S.L. 2016),
esperando un producto de amplificacion de 225 pb. La realizaciéon y condiciones
de la PCR se muestran en la figura 20, 21 y cuadro 9.
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mpb C- M1 M2 M3

mpb: marcador de pares de bases; C (-): control negativo; M1, M2 y M3 muestras de ADN obtenidas de leucocitos
de sangre periférica de caninos.

Fig. 20 Se muestran amplicones positivos por la PCR de un fragmento del gen constitutivo HPRT1
en muestras negativas a la PCR de E. canis, separados por electroforesis en geles de agarosa.

De las 100 muestras procesadas para PCR del gen constitutivo HPRT1 se encontraron 76 positivas
y 24 muestras negativas.

Cuadro 9 Composicion de la mezcla de la PCR para la amplificacion de un fragmento del gen
HPRT1.

REACTIVOS CONCENTRACION VOLUMEN POR
INICIAL REACCION (ul)
Agua gbm N/A 11.32
Buffer 10x con 1.5 Cl2Mg | 1x 3.0
DNTP’s 225uM 0.68
Iniciador FWHTPR1 600nM 1.0
Iniciador RvHTPR1 600nM 1.0
Taq 5U/ul 1.0
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ADN 500ng 2
Total 20.0

gbm: grado biologia molecular, Cl.Mg: cloruro de magnesio, ng: nanogramos, nM: milimolar,
nM: nanomolar, pM: micromolar, U/pl: unidades por microlitro, DNTP’s: mezcla de
deoxinucleotidos, Fw: forward, Rv: reverse, N/A: no aplica.

40 CICLOS

Desnaturalizacién Hibridacion Extensién

95°C 95°C
5:00 min 00:40 s
72°C 72°C
00:35s 10:00 min

53°C
00:30 s

4°C

° C: grados Celsius.

Fig. 21 Condiciones de amplificacion de la PCR-HPTR1.

8.1.3. Secuenciacién
Para comprobar la especificidad de la PCR de E. canis y realizar el analisis

filogenético, se enviaron a secuenciar por el método Sanger (figura 22) a la
Unidad de Biotecnologia y Prototipos (UBIPRO) de la FES-lztacala cinco

amplicones positivos purificados de bandas que tuvieron el tamafio esperado.

20 30 40 30 60 n 80 % 100
CTHT G CHAT -'L CTTG AGCTTG ATTTACTATAGCAGGACGTG ATGGATTTCCATG TACACAATTATCACAACCATCTTGATAAGCAT GCACAGAAATAAAGAAGTTA

l\nmua&momn.n )mlnhlwmnmudumummllnumﬂmmmmm‘u

Fig. 22 Se muestra el cromatograma obtenido de una secuencia nucleotidica de E. canis por el
método Sanger.
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El analisis de las secuencias nucleotidicas obtenidas posterior a la secuenciacion
mostré una alta similitud (99%) entre las secuencias de E. canis del estudio con

secuencias disponibles en el GenBank utilizando el programa BLASTn (figura 23).

BiDownload ~ GenBank Graphics

Ehrlichia canis isolate 37y97 gp36 immunodominant surface protein gp36 gene, complete cds
Sequence ID: KT357369.1 Length: 346 MNumber of Matches: 1

Range 1: 16 to 410 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand

725 bits(392) 0.0 394/395(99%) 0/395(0%) Plus/Minus

Query 10 LCTATRAGCRAGEACGTIGATGCGATITCCATGTRACRACRAATTATCACAR &8
|||||||||||||||||||| ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Sbjct 410 TGGATITCCATGTRACRCRAATTATCRACRR 351

Query 70 CCRTCTTGATAAGCATGCACAGRLAATA AL GALGTTAGGATGGTTATTAACATCTARACTCA 125

LT e e e e e e e e e e e e e el
Sbjct 350 CCATCTIGATAAGCATGCACAGRRATRRAGRRGTTAGGATGGTTATTAACATCTRACTCR 251

Query 130 TGRARAGGAGCCATTGGATCAATTAAGAAAGRAACATTCAAACTATGATCCTTCATATTA 189

LT e e e e e e e e e e e e nrnrntl
Sbjct 290 TGRAARAGGAGCCATTGGATCAATTAAGAAAGRAACATTCAAACTATGATCCTTCATATTA 231

Query 190 AAGTTAAAGTCTTCAGCTITAGCACCATGTARATCTGATATTACATGGCCATTGTICITA 249

FIREEr e e r e e b e e e e e el
Sbjct 230 AAGTTAAAGTCITCAGCTITAGCACCATGTARATCIGATATIACATGGCCATTGTICIIA 171

Query 250 ARTARAATATGATAACCATGITCAGGATGGITITCAATATCAAGTICTAGATCACCACTIT 309

Frrrrrnr e e e b e
Sbjct 170 AARTARAATATGATAACCATGICCAGGATGGITITCAATATCAAGTICTAGATCACCACTT 111

Query 310 GRAACACCARATCTITCACCITGATGIATATGAARATCATGAGCARAATCAATGTIIIGIG 369

N N N ANy
Sbjct 110 GARACACCARATCTTTCACCTTGATGTATATGARARTCATGAGCAARATCAATGTTTGIG 51

Query 370 ATTTCIGIIGITAAATGAAGCATACRATRACCCAT 404

IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII
Sbjct 50 CTGTTGTTARATGRAGCATACRATARCC 16

Fig. 23 Resultados de similitud entre una secuencia nucleotidica amplificada del gen gp36 de E.
canis obtenida en el presente estudio con las disponibles en el GenBank utilizando BLASTn.

Se realiz6 la deduccién de las secuencias nucleotidicas generadas en el estudio a
aminodacidos y se hicieron alineamientos de estas secuencias comparandolas con

secuencias de referencia (figura 24).
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Fig. 24 Alineamiento de aminoacidos de la regién genética gp36 de E. canis. Se encontraron
cambios en las muestras E52 de un acido aspartico (D) por una asparagina (N) en la posicién 25,
en la muestra E59 de un acido aspartico (D) por una alanina (A) en la posicién 1 y en la muestra
E64 de una tirosina (Y) y un éacido aspartico (D) en las posiciones 5 (H, Histidina) y 10 (E,
glutamico) respectivamente.
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8.1.4. Andlisis filogenético
Se construy6 un arbol filogenético con secuencias nucleotidicas parciales del gen

gp36 de E. canis obtenidas en el presente estudio, incluyendo otras secuencias
disponibles en el GenBank de México y de otros paises. Las secuencias de
nucledtidos de E. canis derivadas de perros infectados en Chihuahua se asociaron

en un mismo grupo (figura 25).

64 KF233413.1 RDJAME Brazil
99 _|: JX312077 1 Brazil
5 L X4299241 BRAZIL
65 L KCATB0M9.1.ESPAA
KT363875.1. TAILANDIA
77 I: EUT18961.1 RANANA ISRAEL
EFG36663.1.15RAEL
[ JNE22143.1 CENTRALAFRICALNIGERIA
L INS82338.1 CEMTRALAFRICAL NIGERIA
JNDE2341 1 CENTRALAFRICALMIGERIA
A KT357369 1 MEXIC O-ALMA
@ EF4RVER
@ E3RYES10
@ E52RvEh
@ E&1RvEh
® E57RvED
{. E59RvEh
DQ146153.1 00 USA
DQ146152 1 USAFLORIDA
{ A KT357370 1 MEXIC O-ALMA
—— DQ085429.1 DEMON-USA
L DoD85427.1.JAKE USA

— DQ085428.1 OKLAHOMA U SA
L DC146151.1 LOUISIAN AU SA,

Fig. 25 Arbol filogenético realizado con secuencias nucleotidicas parciales del gen gp36 de
Ehrlichia canis de diferentes origenes geograficos. El método de construccion fue Neighbor-
Joining, usando 1000 Bootstrap como soporte estadistico de la topologia. Las secuencias
mexicanas obtenidas en este estudio se encuentran identificadas con un circulo azul y las
obtenidas en otros estudios en México estan identificadas con un triangulo rojo.
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8.1.5. Andlisis estadistico
El analisis estadistico realizado para la deteccion de PCR de E. canis respecto a

los grupos de estudio como edad, raza, sexo y region, solo se encontro diferencia
significativa entre las colonias de muestreo (region) (P=0.010), el resto de las
caracteristicas no hubo diferencias significativas (P>0.05).

La diferencia estadistica fue entre las colonias 3 de Mayo y Villa Juarez (cuadro
10 y figura 26).

Cuadro 10 Frecuencias de animales positivos por PCR a E. canis entre colonias donde se realiz6
el muestreo en la Ciudad de Chihuahua.

Colonia Frecuencia
3 de Mayo 142

Jardines de Oriente | 52

Villa Juérez 1P
*Significativo P=0.045.

Las colonias con literales iguales poseen un promedio similar, entonces, las
caracteristicas que tienen literales diferentes sus promedios son diferentes entre si

y la caracteristica con ambas letras son iguales al resto.

59



Colonia

M 3 Mayo
B Jardines de Oriente
O villa Juarez

Villa Juarez

Jardines de Oriente

3 de Mayo

Fig. 26 Diagrama circular donde se muestran los porcentajes de animales positivos a la PCR de E.
canis por colonia en la Ciudad de Chihuahua.
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8.2 Rickettsia rickettsii
Después del analisis de varias secuencias disponibles en el GenBank se

elaboraron dos parejas de iniciadores para amplificar un fragmento del gen OmpA
de Rickettsia rickettsii por PCR (cuadro 11).

Cuadro 11 Iniciadores utilizados para la amplificacién por PCR anidada de R. rickettsii.

Gen Referencia Secuencia Producto | Tm

(°C)
Fwl Este estudio GGCTAAAGTAACCGCACCTG 58.92
ompA

685pb

Rv1 Este estudio CAAGACGTTTGGTGGAGCTC 59.13
ompA
Fw2.1 Este estudio CAACACCGCTAACACTACCG 58.93
ompa
Rv2.1 Este estudio TCAAAGGAGCGGGAGATTGT 495phb 59.02
ompa

El producto esperado de una amplificaciéon positiva por PCR anidada para

Rickettsia rickettsii fue de 495 pb, con esta técnica se lograron amplicones

positivos en 4 de las 123 muestras evaluadas (figura 27). La frecuencia de

infeccion por R. rickettsii en caninos de Chihuahua detectada por la PCR anidada
fue del 3.2%.
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mpb 5. 154

mpb: marcador de pares de bases; pb: pares de bases; muestras positivas: 5c, 15d, 12c y 54r.

Fig. 27 Productos de amplificacion por PCR de un fragmento del gen ompA de Rickettsia rickettsii
separados por electroforesis en un gel de agarosa.

Para comprobar la especificidad de la PCR de R. rickettsii y realizar el analisis
filogenético, se enviaron a secuenciar los productos obtenidos por el método

Sanger (figura 28).

170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270
JICAATCCCOGTTTACTCTATTAAGATTACTT GCACC TAAAACTATTAACGTACCGTTATTAGTACCGCCGGTATTTTGGACTGCTCCCGCAACATTTACATTGTTATTTAAT
1

Fig. 28 Cromatograma de una secuencia nucleotidica de R. rickettsii.

El analisis de las secuencias nucleotidicas obtenidas posterior a la secuenciacion
mostré una alta similitud (99%) entre las secuencias de R. rickettsii del estudio con

secuencias disponibles en el GenBank utilizando el programa BLASTn (figura 29).
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Fig. 29 Se muestra el BLASTn de una muestra secuenciada.

8.2.1. Muestras de sangre de caninos positivos a PCR de R. rickettsii.

Los resultados obtenidos por PCR para R. rickettsii se muestran por grupos de

estudio (cuadrol2). Los resultados por sexo fueron 3 machos y 1 hembra

positivos, por raza 3 mestizos y uno de genética definida, en cuanto a la edad
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Cuadro 12 Muestras positivas por PCR anidada que amplificé un fragmento del gen ompA de R.
rickettsii a partir de leucocitos de sangre periférica de caninos.

Identificacién | Edad Sexo Raza PCR
(meses) positivos

61c 24 Hembra | Mestizo +

5c 12 Macho | Mestizo +

12c 12 Macho | P. Aleméan +

15d 96 Macho | Mestizo +

8.2.2 Andlisis filogenético
Se construy6 un arbol filogenético con secuencias nucleotidicas parciales del gen

ompA de R. rickettsii obtenidas en el presente estudio, incluyendo otras

secuencias disponibles en el GenBank de diferentes regiones.

La distribucion de las secuencias del presente trabajo en el arbol filogenético, se
intercalaron en diferentes ramas con secuencias obtenidas en diferentes trabajos

en Estados Unidos.
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Fig. 30 Arbol filogenético realizado con secuencias nucleotidicas parciales del gen ompA de
Rickettsia rickettsii de diferentes origenes geogréficos. EI método de construccion fue Neighbor-
Joining, usando 1000 Bootstrap como soporte estadistico de la topologia. Las secuencias
mexicanas obtenidas en este estudio se encuentran identificadas con un rombo azul.
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Se realiz6 la deduccién de las secuencias nucleotidicas generadas en el estudio a
aminoacidos y se hicieron alineamientos de estas secuencias comparandolas con

secuencias de referencia (figura 31).
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Fig. 31 Alineamiento de aminodcidos de la regidon genética ompA de R. Rickettsii. No se
identificaron cambios en las secuencias proteicas mexicanas respecto a la mayoria de las
secuencias generadas en Estados Unidos.
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9. Discusién

9.1 Ehrlichia canis
La Erlichiosis Monocitica Canina es una enfermedad emergente en medicina

veterinaria distribuida a nivel mundial transmitida por la mordedura de garrapatas
(Bulla et al., 2004). Dado que las garrapatas pueden transmitir diferentes
microorganismos, la identificacion de estos, desde el punto de Vvista

epidemioldgico y de salud publica es importante (Otranto et al., 2009).

En este trabajo se logré la identificacion de E. canis por PCR anidada en 20 de
123 (16.2%) muestras de ADN de leucocitos de sangre periférica de caninos de
diferente edad, raza y sexo de la ciudad de Chihuahua. Algunos autores han
documentado que en perros con estadios crénicos o infecciones persitentes, la
bacteria tiene tropismo hacia bazo y médula 6sea, por lo que es posible que al
colectar muestras de sangre para el diagndstico molecular se tengan resultados
negativos (Harrus et al 2011). En el presente estudio fue posible detectar por
PCR anidada en sangre de caninos la infeccion de E. canis, sin contar con
informacion respecto a la fase clinica de los perros estudiados, no obstante, no se
establecio si el grupo de estudio incluia un ndmero alto de animales crénicos o
persistentes que influenciaron en un alto porcentaje de animales negativos. Por
otro lado, los trabajos que documentan prevalencias de la infeccidén por E. canis en
México son variables, encontrando prevalencias mas altas que las identificadas en
este estudio, como lo descrito por Rodriguez et al., Ciudad Juarez, Chihuahua
(2013) utilizando pruebas de inmunocromatografia de flujo lateral (IFL) y PCR
anidada, logrando detectar la presencia de E. canis en el 61.5% (24/39) en sangre
y bazo, 48.7% (19/39) en higado y médula ésea y 12.8% (5/39) en linfonodos. En
Yucatan Pat-Nah et al., (2015) muestrearon 50 caninos para realizar una PCR
anidada dirigida al gen 16S ARNr, en donde el 36% de los perros fueron positivos
a la infeccion por Ehrlichia canis en muestras de sangre. Acevedo et al., (2016)
con una PCR anidada dirigida al gen 16S ARNr observaron 15/53 (28.3%)
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muestras positivas a E. canis de sangre de canidos de diferente edad, raza y sexo,
provenientes de Colima, Veracruz, Ciudad de México y Estado de México. Otros
estudios han reportado prevalencias bajas como en Torredbn Coahuila donde
Almazan et al., (2016) realizaron la primera identificacibn molecular de E. canis en
la region, encontrando un 4% de positividad en 100 muestras de sangre de
caninos. Rojero en 2017 encontr6 en Campeche una prevalencia del 7% de E.
canis en muestras de sangre de 44 caninos empleando una PCR anidada dirigida
al gen 16S ARNr. Solo se identific6 un estudio que describe una prevalencia
similar al presente trabajo realizado por Beristain et al., (2013) Ciudad Juérez,
Chihuahua recolectando sangre de 50 perros en Ciudad Juarez seropositivos a E.
canis con la prueba de IFL y la identificacion molecular se realiz6 con PCR
anidada a partir de ADN extraido de muestras de sangre colectadas antes y 30
dias después de iniciado un tratamiento con doxiciclina (10mg/kg/24hr),
encontrando que Unicamente 7 muestras (14%) resultaron positivas previo a la
aplicacion del antibiético, mientras que 10 (20%) del total de las muestras
analizadas mostraron la presencia de ADN de E. canis después de finalizar el
tratamiento. Como se puede percibir en los estudios anteriormente descritos en
México existen muchas variables en cada trabajo realizado como: caninos tratados
con antibidticos, deteccidn de la bacteria en tejidos y sangre, técnica de deteccién
utilizada, region geogréfica estudiada y uno de las variables més importantes es el
namero de animales evaluados; debido a esto no es posible establecer
prevalencias reales por regiones ni la eficacia de la PCR anidada disefiada en este
estudio, no obstante, la técnica permitié la deteccién de un 16.2 % de caninos
infectados por E. canis, en una zona donde no habia reportes previos. Como
varios estudios reportan la amplificacion por PCR del gen 16S ARNr, en este
trabajo se disefiaron iniciadores para esta region logrando amplificaciones no
especificas (datos no mostrados), por lo cual es altamente recomendado que los
amplicones sean secuenciados, como se realizé en el presente estudio. En otros
paises también han encontrado resultados similares de prevalencia y del uso de la

PCR como en: Brazil (Labruna et al.,, 2007) presentan el primer reporte de la
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infeccion de Ehrlichia canis en perros de la regidn la cual implica la técnica de
PCR vy el analisis de secuencias de los amplicones, 4 de 5 perros examinados
fueron positivos. En Tailandia (Pinyoowong et al., 2008) se detect6 por PCR a
nivel molecular la deteccion directa de Ehrlichia canis y el analisis de secuencias

facilité su comparacion geografica con diferentes cepas.

En Yucatan Pat-Nah et al., (2015) reportaron caninos positivos por edad menores
a 2 afos 5/16 (31.2%), de 2-5 afios 8/20 (40.0%) y mayores a 5 aflos 5/14
(35.7%); respecto al sexo los resultados fueron hembras 5/22 (22.7%) y machos
13/28 (46.4%) positivos a PCR. Acevedo et al., (2016) encontraron en diferentes
estados de México 10 machos y 3 hembras positivos a PCR anidada del gen 16S
ARNr a partir de muestras de sangre, 11 perros de raza positivos, respecto a la
edad los positivos fueron 11 menores a 3 afios, 5 de 3 a 6 afios y 4 mayores a 6
afos. En Torredn Coahuila Almazéan et al., (2016) a partir de 100 muestras solo
detecto 4 positivas por PCR del gen gp36, todas fueron en machos y de diferentes
edades. En este estudio se encontraron 14.04% de machos y 18.18% de hembras
positivas a la PCR anidada del gen gp36, en edad fueron en general animales
jovenes y en ambos grupos de animales de raza definida (17.78%) y mestizos
(15.38%). Como previamente se comentd hay muchas variables en los diferentes
estudios donde se pueden apreciar datos de positividad respecto a razas y
edades, es importante resaltar que la mayoria de los trabajos disefian su técnica
de PCR para detectar el gen 16S ARNr y solo se identifico un trabajo realizado en
el pais que al igual que en este estudio estaba dirigido al gen gp36, en ambos
estudios se secuenciaron los amplicones positivos, no asi en varios de los
estudios donde utilizan PCR dirigidas al gen 16S RNAr, por lo que no se conoce la

especificidad en estos trabajos.

En el muestreo realizado en este estudio en todos los caninos se identifico
visualmente la presencia de garrapatas del género Rhipicephalus, no obstante, de
los 123 perros evaluados solo en 20 se detectd la presencia de E. canis. La
identificacion de Rhipicephalus spp. concuerda con lo previamente descrito por
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Marquez et al., (2012) en la ciudad de Chihuahua, los cuales realizaron un trabajo
entomoldgico recolectando un total de 196 ejemplares de garrapatas, en colonias
cercanas a las incluidas en este estudio, todas las muestras de garrapatas
obtenidas fueron del género Rhipicephalus spp. Otros trabajos identifican que el
vector mas importante en la transmisién de E. canis es R. sanguineus como los
realizados en Yucatan (Pat-Nah et al., 2015), zona centro del pais (Cruz-Vazquez
y Garcia-Vazquez, 1999) y zona norte (Tinoco-Gracia et al., 2009). En otros
paises también han asociado la transmision de E. canis con la garrapata café,
como en Brazil (Da Silva et al., 2010), Italia (Dantas-Torres y Otranto, 2011).
Israel (Warner y Harrus, 2000), Reino Unido (Walker et al., 2000), Estados
Unidos (Kordick et al., 1999).

El andlisis filogénetico realizado en el gen gp36 muestra que las secuencias
mexicanas obtenidas en este estudio se agruparon en un mismo clado, mostrando
una mayor relacién con otras secuencias mexicanas previamente reportadas
(Almazan et al., 2015), y algunas secuencias (DQ146153.1, DQ146152.1) de
Estados Unidos (Doyle et al., 2005).

Ristic y Holland (1993) reportaron que la presencia de moérulas en frotis
sanguineos es mas eficaz en etapas agudas de la infeccion, por lo cual se dificulta
observarlas en la etapa cronica. En Yucatan Pat-Nah et al., (2015) reportaron un
4% de muestras de sangre positivas a la presencia de morulas. En este estudio se
identificd solo en un frotis la presencia de moérulas y este canino fue negativo a
PCR, lo que concuerda con otros estudios de que la observacion de moérulas no
son frecuentes y no pueden ser consideradas como elementos de diagndstico

rutinario.

Para las muestras que resultaron negativas en la PCR para la deteccion de E.
canis se realizo la PCR del gen constitutivo HPTR1 para verificar la integridad del
ADN y asi confirmar la negatividad. De las 100 muestras procesadas para PCR del
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gen constitutivo HPRT1 se encontraron 76 positivas y 24 muestras negativas. En
contraste, en la mayoria de los estudios revisados y en los que se basan en el uso
de la PCR no describen la detecciobn de genes enddgenos que verifiguen la
integridad del ADN, siendo un aspecto importante para la comprobacion de los

verdaderos negativos.

Kordick en 1999 reporta Co-infecciones en caninos por E. canis y R. rickettsii,
usando una PCR anidada para el gen 16S ARNr en muestras de sangre.
Adicionalmente se ha descrito que R. sanguineus es el vector principal de
bacterias como: Anaplasma platys, Ehrlichia canis, Rickettsia coroni y Rickettsia
rickettsii (Aparecida et al., 2010, Cristina et al., 212, Fourie et al., 2013, Cicuttin
et al., 2014 y Sosa-Gutiérrez et al., 2016). En el presente trabajo, se encontrd
gue la muestra 61c fue positiva a PCR para E. canis y R. rickettsii, confirmando lo
que otros autores ya han demostrado. Resaltando la relevancia del disefio de

técnicas que identifiquen mas de un agente bacteriano.

En el analisis de aminoacidos en este trabajo se identificaron cambios no
sinénimos, que incluyeron a: Alanina (A) por Aspértico (D), Asparagina (N) por
Aspartico (D) e Histidina (H) por Tirosina (Y). Datos similares los reportan
Almazan et al., (2016) en secuencias amplificadas del gen gp36 de E. canis
donde cambia la Serina (S) por Prolina (P) y la Prolina (P) por Treolina (T), no

obstante, sus implicaciones biolégicas no fueron dilucidadas.
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9.2 Rickettsia rickettsii
En México, Bustamante y Varela en 1953 demuestran la existencia de la Fiebre

Manchada en los Estados de Sonora y Sinaloa. En la Comarca Lagunera,
Coahuila (Silva-Goytia y Elizondo, 1953) realizan estudios por medio de fijacién
de complemento de sueros de ciertos animales domeésticos para el diagndstico de
la Fiebre Manchada. Otros trabajos (De Lara-Huerta y Céardenas-Barragan,
2008) realizan una revision clinica de una serie de 115 casos en el Hospital Infantil
Universitario de Torredn, Coahuila. En Yucatan Zavala-Castro et al., (2008)
realizan pruebas de tipo serologico con la técnica de inmunofluorescencia indirecta
y PCR para los genes gltA y el de la proteina de 17kd a partir de muestras de
sangre. Como se puede observar los trabajos en caninos son escasos, la mayor
parte de ellos van enfocados a medicina humana. Este trabajo permitié detectar a
Rickettsia rickettsii a nivel molecular en zonas endémicas, por lo que es un dato
importante epidemiologicamente y de salud publica, que se debe considerar para

seguir realizando monitoreos serologicos y correlacionarlos con otras pruebas.

En el presente estudio se obtuvieron 123 muestras de sangre periférica de
caninos, encontrando un 3.2%(4/123) de animales infectados con Rickettsia
rickettsii, utilizando una PCR anidada que amplifica un fragmento del gen ompA.
Diferente a lo reportado en un estudio realizado en San Luis Rio Colorado, Sonora
(Rosa y Rossana, 2017) en donde obtuvieron muestras de sangre de caninos y
emplearon la PCR para amplificar un fragmentos del gen gltA, reportando 17.53%
de frecuencia de riquetsiosis en los animales muestreados de una zona urbana en
condicion de calle. En Yucatan Zavala-Castro et al., (2006), reportaron el primer
caso de Rickettsia rickettsii identificado en humanos, utilizando técnicas de

inmunohistoquimica y PCR en muestras de tejido parafinizado como bazo, higado,
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pulmén y cerebro. En Coahuila y Durango Latreille et al., (2017) colectaron de
manera directa 840 garrapatas hembras sobre 168 perros domésticos (cinco
garrapatas por perro), para el analisis molecular se eligieron al azar 3 garrapatas
por muestra para conformar 195 pools y extraer el ADN y amplificar por PCR un
fragmento del gen gltA, encontrando frecuencias de infeccién del 3.13% hasta
6.9%. en diferentes colonias. En Mexicali, Baja California Tinoco-Gracia et al.,
(2009) obtuvieron sangre de 21 caninos para la deteccién molecular con una PCR
anidada de un fragmento del gen gltA, obteniendo 14 caninos positivos. Los
resultados obtenidos en la deteccion de R. rickettsii en garrapatas (Latreille et al.,
2017) fueron muy similares a los logrados en el presente estudio, aunque el
fragmento del gen detectado por la PCR fue diferente, por otro lado, en otros
estudios muestran que la amplificacion por PCR del gen gltA es mas eficiente que
utilizando iniciadores para la amplificacion del gen ompA. Esta comparativa no se

realizé en el presente estudio por lo cual seria interesante realizarla.

Se ha descrito que R. sanguineus transmite a R. rickettsii en México como
previamente lo han reportado en: Mexicali, Baja california (Tinoco-Gracia, et al.,
2009), Sinaloa (Gaxiola et al., 1997) y Cuernavaca, Morelos (Cruz-Vazquez y
Garcia-Vazquez, 1999). En otros paises también se ha documentado la
importancia de R. sanguineus en la transmision de la bacteria como en: Estados
Unidos (Nicholson et al., 2006), Brazil (Szabo et al., 2001, Labruna et al., 2011)
y Japon (Shimada et al., 2003).

Kidd en 2008, demostré que los ensayos en muestras de sangre con técnicas de
PCR son variables para R. rickettsii, posiblemente por el bajo namero de
bacterias. Walker en 1980 y Paddock en 2004, recomiendan que las muestras
para el diagnostico de R. rickettsii sean recolectadas durante la etapa aguda, a
partir de biopsias de lesiones cutaneas para inmunohistoquimica lo que mejoraria

la sensibilidad de hasta 70%. Posiblemente la escasa presencia de bacterias en
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sangre fueron un factor relevante en la baja deteccion por PCR en el presente

estudio.

El analisis filogénetico realizado con el producto de amplificacion del gen ompA
muestra que las secuencias mexicanas obtenidas en este estudio se agruparon en
un mismo clado, mostrando una mayor relacibn con otras secuencias (
CP018913.1, CP003307.1, GU395292.1, M31227.1) de Estados Unidos, lo que es
l6gico pensar dada la cercania de las regiones geograficas (Hacstadt et al., 2017,
Johnson et al., 2012, Stromdahl et al., 2011, Anderson et al., 1990).

En México la FMMR es una enfermedad reemergente, con una creciente
incidencia y elevada letalidad (Alvarez-Hernandez et al., 2016). Los casos en
humanos se asocian a la presencia de R. sanguineus infestando caninos dentro
de casa y en el medio ambiente (Dantas-Torres, 2010). Sus hospederos
principales de R. sanguineus son los caninos y menos comun en humanos
(Barbara, 2007). Posiblemente la infeccién en caninos es mas frecuente por el
contacto directo con la garrapata, que en humanos (Nicholson et al., 2010). El
gue se haya detectado una baja frecuencia de R. rickettsii en caninos, no implica
gue no sea importante, con lo anterior es posible que si los caninos son

eliminados, esto puede aumentar la incidencia en las personas.
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10. Conclusiones

e Con la PCR anidada para amplificar un fragmento de los genes gp36 y
ompA, fue posible detectar ADN de Ehrlichia canis y Rickettsia rickettsii

respectivamente en muestras de leucocitos de sangre periférica en caninos.

e La frecuencia de deteccion por PCR encontrada para Ehrlichia canis fue de
16.2% y para Rickettsia rickettsii de 3.2%.

e Se identifico co-infeccion entre E. canis y R. rickettsii, y la presencia de

morulas en frotis sanguineos.

e Es el primer reporte de la deteccibn molecular de Ehrlichia canis vy

Rickettsia rickettsii en caninos de la ciudad de Chihuahua.
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12. ANEXO 1

SOLUCIONES
Solucién de lisis |
v MgCl2 5mM cbp 1L H20 desionizada

Peso molecular de MgCl2: 95.21 g/mol/1,000:0.09521 g/mM 0.09521 g/mol X 5:
0.476g MgCl2.

Solucion de lisis I
v MgCl2 5mM cbp 1L H20 desionizada

Peso molecular de MgCl2: 95.21 g/mol/1,000:0.09521 g/mM 0.09521 g/mol X 5:
0.476g MgCl2.

v" Nonidet (NP-40) al 0.1% cbp 1L H20 desionizada.
1ml de Nonidet (NP-40) mas 999 ml H20 desionizada.
TAE 50X para 1L

v’ 2429 TRIS base (pM 121.1).

v 57.1 mL &cido acetico glacial.

v 10 mL 0.5M EDTA (pM 372.24) pH 8.0.
cbp. 1L

TAE 1X para 1L

20 mL de TAE 50X en 980 mL



Separacién de Leucocitos de Sangre Periférica

1. Las células blancas se recuperaron con pipeta Pasteur y se
transfirieron a un tubo Falcon de 15 mL.

Agregar solucién de lisis | cbp 10 mL y homogenizar.

Centrifugar a 2,000 rpm por 5 minutos y decantar el sobrenandante.
Agregar solucion de lisis Il cbp 10mL y homogenizar.

Centrifugar a 2,000 rpm por 5 minutos y decantar el sobrenandante.
Lavar con PBS a un volumen de 7 mL.

Centrifugar a 2,000 rpm por 5 minutos y decantar el sobrenandante.

© N o o B~ WD

Recuperar el paquete de células con micropipeta a un volumen de 300
puL de PBS y guardar a -20°C hasta su utilizacion.

TINCION
Preparacion del colorante de Wright-Giemsa

1.- Moler 300gr de colorante de Wright pulverizado y 30 gr de colorante de

Giemsa pulverizado en un mortero con 100ml de alcohol metilico absoluto.

2.- Dejar reposar el colorante durante 24 a 48 horas; filtre y Uselo.
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