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RESUMEN

Las zoonosis son un problema mundial con un impacto en la salud animal. Este grupo de enfermedades
incluye Ehrlichiosis, Anaplasmosis y Rickettsiosis, en las cuales el vector es la garrapata Riphicephalus
sanguineus, comunmente conocida como garrapata marrén del perro. Recientes evidencias indican que
este microorganismo actla como vector de agentes zoonéticos bacterianos como Ehrlichia canis,
Anaplasma platys y Rickettsia rickettsii, que han infectado a un gran nimero de perros y humanos en el
norte de México. Este estudio se realizé en el municipio de Cajeme, Sonora, utilizando muestras de sangre
(n = 170) de canino. Se utilizaron técnicas moleculares para detectar 92 muestras positivas para Ehrlichia
spp., 47 para Ehrlichia canis, 18 para Anaplasma platys y 2 para Rickettsia spp. Ademas, se encontré
coinfeccién con Ehrlichia canis en 12 muestras positivas para Anaplasma platys. Se realizé la
secuenciacion de un positivo de cada patégeno, obteniendo 100% de homologia en la plataforma
"GenBank" (NCBI). Nuestros resultados enfatizaron la importancia del impacto zoonético y la coinfeccién
de estas enfermedades. Ademas, este es el primer estudio que confirma la identificacion molecular de las
especies Ehrlichia canis, Anaplasma platys y Rickettsia rickettsii, asi como su coinfeccién, en perros
domeésticos ubicados en el municipio de Cajeme, Sonora.

Palabras clave: zoonosis, vectores de Ehrlichiosis, coinfeccién, técnicas moleculares.

ABSTRACT
Zoonoses are a worldwide problem with an impact on animal health. This group of diseases include
Ehrlichiosis, Anaplasmosis and Rickettsiosis, in which their vector is the tick Riphicephalus sanguineus,
commonly known as the brown dog tick. Current evidence indicates this microorganism acts as vector of
bacterial zoonotic agents including Ehrlichia canis, Anaplasma platys and Rickettsia rickettsii, which have
infected a large number of dogs and humans in northern Mexico. This study was conducted in the
municipality of Cajeme, Sonora, using blood samples (h=170) from canine. Molecular techniques were used
to detect 92 samples positive for Ehrlichia spp., 47 for Ehrlichia canis, 18 for Anaplasma platys and 2 for
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Rickettsia spp. In addition, co-infection with Ehrlichia canis was found in 12 samples positive for Anaplasma
platys. Sequencing of one positive of each bacterium was performed, obtaining 100% homology in the
"GenBank" platform (NCBI). Our results emphasized the importance of the zoonotic impact and co-infection
of these diseases. Moreover, this is the first study confirming the molecular identification of the species
Ehrlichia canis, Anaplasma platys and Rickettsia rickettsii, as well as their co-infection, in domestic dogs
located in the municipality of Cajeme, Sonora.

Keywords: zoonoses, Ehrlichiosis vectors, co-infection, molecular techniques.

INTRODUCCION

Las zoonosis involucran varias enfermedades que representan un problema mundial
significativo que afecta a la salud humana y animal (Garcia et al., 2013). Dichas
enfermedades incluyen Ehrlichiosis, Anaplasmosis y Rickettsiosis que son causadas por
una bacteria gramnegativa la cual se caracteriza por un crecimiento intracelular obligado
(género Rickettsia, familia Rickettsiaceae; género Ehrlichia y Anaplasma, familia
Anaplasmataceae). Estos se transmiten principalmente por ectopardsitos, incluida la
garrapata Riphicephalus sanguineus, o garrapata marrén del perro, que afecta a los
vertebrados terrestre (Parola et al., 2009; Alvarez, 2017). Varios estudios han demostrado
que estos ectoparasitos actian como vectores de agentes zoonéticos como Erlichia
canis, Anaplasma platys y Rickettsia rickettsii (Gaunt et al., 2010).

E. canis causa una enfermedad zoondtica en perros, gatos y roedores; el humano es una
victima accidental después de ser picado por la garrapata Rhipicephalus alojada en estos
animales. Después de la infeccidn, el microorganismo se incuba durante 1-2 semanas y
entra en los vasos sanguineos y linfaticos; luego, viaja al bazo, higado y ganglios
linfaticos para multiplicarse por fusion binaria y extenderse a otros 6rganos del cuerpo
(Castro et al., 2004).

E. canis se considera una bacteria de distribucion cosmopolita. En México, fue descrita
por primera vez en 1996 y clasificada como endémica porque se ha reportado en todo el
pais, pero principalmente en estados del noroeste como Sonora y Sinaloa. En Sonora, E.
canis se considera una emergencia sanitaria y un problema de salud publica cada vez
mayor. Desde 2002 se han reportado mas de 600 casos, la gran mayoria en municipios
del norte del estado (Alvarez, 2017; Sosa et al., 2013).

Los signos clinicos de la fase aguda de la enfermedad son alteraciones hematolégicas,
leucopenia, trombocitopenia y anemia leve a moderada; la fase crénica se caracteriza
por trombocitopenia, epistaxis, nefropatia, disnea, hepatomegalia, esplenomegalia o
linfadenopatia, meningitis inflamatoria o hemorragica, entre otras (Ismail et al., 2010).

A. platys se distribuye en todo el mundo y también es transmitida por las garrapatas R.
sanguineus. Se describio por primera vez en 1978 en perros de Estados Unidos (Sanchez
& Tesouro, 2001). Esta bacteria pertenece al género Anaplasma (Abrego et al., 2009).
Causa trombocitopenia ciclica infecciosa canina. La enfermedad puede presentarse con
fiebre, anorexia, petequias, uveitis, linfadenopatia generalizada, leucopenia, anemia
moderada y especialmente trombocitopenia, que ocurren en episodios de 3-4 dias a
intervalos de 7-21 dias, lo que eventualmente conduce a trombocitopenia cronica con
recuperacion lenta (Cicuttin et al. 2014).
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Actualmente se ha detectado A. platys con baja incidencia en los estados de Coahuila,
Durango y Sonora (Almazan et al., 2016; Murrieta et al., 2017). Como enfermedad
zoonGtica, Arraga et al. (2014) reportaron dos mujeres en Venezuela que estuvieron
expuestas a R. sanguineus. Posteriormente se observaron cuerpos de inclusion
intraplaquetarios sugestivos de A. platys en frotis y se amplifico y secuencio el ADN de
A. platys a partir de sangre completa, aunque el tratamiento con doxiciclina no alivié sus
sintomas. Estos casos brindan apoyo adicional para A. platys como patdégeno zoonético
transmitido por garrapatas, muy probablemente de baja patogenicidad; sin embargo, no
se ha confirmado la causa de la enfermedad de A. platys en humanos. R. rickettsii es el
principal agente de fiebre maculosa en las Américas; Se han reportado casos en los EE.
UU., Canada, México, Costa Rica, Panamd, Colombia, Brasil y Argentina (Lopez et al.,
2007; Herrero et al., 2010; Lebruna et al., 2011), con una alta tasa de mortalidad debido
a la deteccion tardia del patégeno (Oteo et al., 2014). Se considera que México cuenta
con las condiciones ideales para el ciclo de transmision de la enfermedad, comunmente
asociada a las condiciones de vida (pobreza) ya que la mayoria de los casos presentados
han sido detectados en zonas marginadas y rurales de México (Peniche et al., 2015).
Estudios recientes demostraron la presencia de Rickettsia spp. en garrapatas del estado
de Sonora por técnica de PCR (Foley et al., 2019).

Estos patdgenos podrian estar presentes previamente en la garrapata, provocando
coinfecciones simultaneas en el huésped (es decir, se puede transmitir mas de un
agente), lo que provocard la enfermedad al mismo tiempo. Esto puede resultar en la
manifestacion de signos clinicos, de forma mas severa e inespecifica, siendo una
desventaja para el diagndstico clinico por parte de los médicos humanos y veterinarios
gue atienden estos casos (Alleman & Wamsley, 2008; Mutz et al., 2009).

Considerando la importancia zoonoética de estas enfermedades, y que no se han
reportado estudios previos en el municipio de Cajeme, Sonora, la presencia de vectores
de E. canis, A. platys y R. rickettsii en perros domésticos del municipio son sugestivos a
la presencia de estas enfermedades zoondéticas. Por tanto, el objetivo fue la identificacion
molecular de las especies E. canis, A. platys y R. rickettsii para determinar su coinfeccion
en perros domésticos del municipio de Cajeme, Sonora.

MATERIAL Y METODOS

Tipo de estudio
Se Desarrollo un estudio de tipo observacional descriptive para detectar la presencia de
Ehrlichia canis, Anaplasma platys y Rickettsia rickettsii.

Area de estudio

El presente trabajo se realizd a partir de muestras de sangre de perros enviadas al
Laboratorio de Biologia Molecular de Medicina Veterinaria y Zootecnia del Instituto
Tecnologico de Sonora, provenientes de clinicas veterinarias privadas del municipio de
Cajeme en el estado de Sonora, México.
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Muestreo experimental

Utilizamos 170 muestras de sangre entera canina con anticoagulante EDTA de un
laboratorio de diagnoéstico veterinario comercial ubicado en Ciudad Obregén, Sonora.
Solo se seleccionaron caninos con diagndstico clinico presuntivo o positivo para E. canis,
A. platys y R. rickettsii con base en la sintomatologia presentada y andlisis
complementarios realizados, como frotis de sangre y hemogramas. Las muestras fueron
transportadas al Laboratorio de Biologia Molecular Veterinaria del ITSON y en todos los
casos se mantuvieron a 4°C hasta su procesamiento final, por un periodo no mayor a 24
horas.

Procesamiento de muestras de sangre
Las muestras fueron descongeladas y centrifugadas durante 15 minutos a 3,500 rpm para
obtener 200 ul de capa de leucoplaquetaria e iniciar la extraccion del material genético.

Extraccion de ADN bacteriano

Para la extraccion del ADN de las muestras de sangre, se utilizé el kit comercial DNeasy
Blood and Tissue (QIAGEN®) siguiendo las instrucciones del fabricante. La cantidad,
calidad y pureza del ADN se midié en un espectrofotdmetro automatico BioSpect-nano
(Shimadzu), y la integridad se observo en gel de agarosa al 1.5% tefiido con 1.5 pl de
bromuro de etidio.

Sintesis de controles positivos

Se utilizo la herramienta BLASTn GenBank® de la base de datos NCBI (National Center
for Biotechnology Information) para descargar las secuencias obtenidas de los
alineamientos. Dichos alineamientos se realizaron utilizando los cebadores especificos
de las bacterias Ehrlichia canis, Anaplasma platys y Rickettsia rickettsii, en formato
FASTA. Se disefiaron los primeros 50 pb (forward) y después 50 pb (reverse) permitiendo
asi la alineacion de los oligonucleédtidos. Las secuencias fueron ingresadas a la
plataforma IDT (Integrated DNA Technologies) para la sintesis de los fragmentos del gen
gBlocks™, facilitando la estandarizacion para la deteccion por PCR de cada uno de los
microorganismos en estudio.

Amplificacién por PCR

Las muestras de ADN se analizaron mediante la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) utilizando los conjuntos de cebadores descritos en la Tabla 1. Inicialmente, los
ensayos de PCR se dirigieron a los géneros Eherlichia spp., Anaplasma spp. y Rickettsia
spp. Las muestras que dieron positivo para cada género se sometieron a una segunda
PCR con cebadores especificos para E. canis, A. platys y R. rickettsii.

Para las reacciones se utilizo el kit precargado GoTag® Flexi DNA Polymerase PCR
(Promega) que contiene Green GoTag®, que sirve como tampoén de reaccion y solucion
de carga de gel, lo que permite cargar las reacciones directamente para un analisis rapido
y eficiente. Las reacciones se realizaron en un volumen final de 25 pl, comenzando con
las concentraciones del fabricante: 1X Green GoTaq Buffer 5x, 1.5 mM MgCI2, 0.2 mM
para cada dNTP, 0.4 uM de cada cebador, 1.25 u de GoTaq DNA Polymerase, 2 ul de
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DNA y H20 libre de nucleasas a 25 L. El producto se identificé en gel de agarosa al
1.5% y bromuro de etidio, considerando bandas positivas con el tamafo de cada agente.

Tabla 1. Cebadores utilizados para deteccion del agente en muestras de sangre canina

Agente Cebadores (5°-3’) Gen pb  Cebador Identificacion Referencia
™m de
secuencias
Ehrlichia ECC-AGAACGAACGCTGGCGGCAAGCC 16S 478 61 °C MH020203.1 Dawson et
spp. ECB-CGTATTACCGCGGCTGCTGGC al. (1996)
Rickettsia CS78- GCAAGTATCGGTGAGGATGTAAT gltA 401 48 °C MG717529.1 Labruna et
spp. Cs323- GCTTCCTTAAAATTCAATAAATCAGGAT al. (2004)
Ehrlichia HE- TATAGGTACCGTCATTATCTTCCCTAT 16S 389 57.4°C KX818219.1 Murphy et
canis ECA- CAATTATTTATAGCCTCTGGCTATAGGAA al. (1998)
Anaplasma  pla- HS475- AAGGCGAAAGAAGCAGTCTTA groEl 724 58 °C EU516386.1 Inokuma et
platys pla-HS1198- CATAGTCTGAAGTGGAGGAC al., 2002
Rickettsia Rr190.70p- ATGGCGAATATTTCTCCAAAA ompA 530 48 °C U55822.1 Regnery et
rickettsii Rr190.602n- AGTGCAGCATTCGCTCCCCCT al., 1991

Secuenciacion y analisis en silico de fragmenmtos amplificados

Un producto de PCR de cada microorganismo que resultd positivo, también se purificd
con el kit comercial Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega) para
corroborar que el fragmento amplificado pertenece a las regiones de interés. Luego, los
amplicones fueron secuenciados utilizando el proceso de Sanger realizado en la unidad
Langebio Cimvestav Lab Irapuato. Los fragmentos generados con secuencias de
nucleotidos representativas de cada bacteria fueron analizados con el programa
Snapgene Viewer, y sometidos al algoritmo BLASTn para evaluar el porcentaje de
homologia de cada agente con las secuencias disponibles en la base de datos GenBank.

RESULTADOS

Se observé por medio de electroforesis, una buena integridad de las moléculas de ADN
bacteriano extraido, con una cuantificacion por espectrofotometria de 248.32 ng/ul en las
muestras Yy una pureza con la relacion 260-280 en promedio de 1.85, partiendo de
sangre entera con EDTA.

Para la técnica de PCR se utilizd una concentracion de 0.5 ng/ul de cada gblocks como
controles positivos, obteniendo los pb correspondientes de cada agente, logrando una
buena eficiencia y rapidez para la estandarizacion molecular con las condiciones
especificas de cada agente patdgeno.
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El nimero de casos positivos y la frecuencia de Ehrlichis spp., Ehrlichia canis, Anaplasma
platys y Rickettsia spp. obtenidos del analisis molecular de muestras de sangre canina
(n=170) se describen en la Tabla 2. De las 92 muestras que dieron positivo para Ehrlichia
spp. Se encontraron 12 coinfecciones (Tabla 3) de Ehrlichia canis con Anaplasma platys
(Género EA) (13%).

Tabla 2. NUmero de casos e incidencia de Ehrlichia canis Anaplasma platys y Rickettsia rickettsi en
perros de Cajeme, Sonora, mediante PCR (n=170)

Agente PCR
Positivos Frecuencia
Ehrlichia spp 92 54%
Ehrlichia canis 47 28%
Anaplasma platys 18 11%
Rickettsia spp. 2 0.8%

Tabla 3. Co-infecciones y frecuencia en perros positivos al género EA

Co-infecciones PCR

(E. canis / A. platys) Positivos 92
Positivos 12
Frecuencia 13%

Ademas, se realiz6 la secuenciacion de una muestra de cada positivo para las diferentes
especies de microorganismos analizados, obteniendo cromatogramas puros los cuales
fueron analizados con el programa SanpGene Viewer. El analisis de las secuencias en el
programa BLASTn (Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica) detectd una similitud
entre el 99 y el 100% con las secuencias reportadas previamente.

DISCUSION

Los microorganismos del orden Rickettsiales presentan condiciones zoondéticas
denominadas Rickettsiosis, Ehrlichiosis y Anaplasmosis que se deben a varios patégenos
de importancia veterinaria que han ganado terreno no solo en nuestra regién sino también
a nivel mundial (Rodriguez et al. 2016), esto se debe principalmente a su vector
Rhipicephalus sanguineus, siendo la especie de garrapata mas reportada y con mayor
distribucion geogréfica (Sosa et al., 2016; Cabezas-Cruz et al., 2019). Estos patdgenos
van en aumento debido a la actividad del ser humano que ha generado cambios radicales
en el medio ambiente, favoreciendo las enfermedades transmitidas por vectores (Suthers,
2004) y aumentando su prevalencia a finales de primavera y verano debido a que estos
ectoparasitos aumentan su actividad en las altas temperaturas ambientales durante estas
estaciones del afio, inoculando mas rapidamente los hemoparasitos mencionados
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(Parola et al., 2009), siendo necesaria la estandarizacion de técnicas precisas para la
deteccidn de estos microorganismos zoonoticos del orden Rickettsiales en las regiones
Tropicales y Subtropicales.

Actualmente, el uso de fragmentos del gen gBlocks como controles positivos utilizados
en este estudio se ha vuelto popular como estandares y positivos sintéticos para la
deteccién de microorganismos bacterianos. Actualmente se reportaron datos similares
en Barcelona donde se utilizaron este tipo de fragmentos para la deteccion de E. coli, E.
faecalis y Legionella pneumiphilia (Cardenas, 2018); ademas, en Australia dichos
fragmentos se utilizaron como estandares en la deteccion por PCR multiplex de Taenia
spp. (Ng-Nguyen et al., 2017) Por lo tanto, se recomienda el uso de gBlocks para la
estandarizacion de PCR ya que aument0 la velocidad del bioensayo en la deteccion
debido a la falta de disponibilidad de aislados biolégicos.

El estudio fue el primer trabajo mediante PCR para detectar las especies Ehrlichia canis,
Anaplasma platys y Rickettsia rickettsi en muestras de sangre de perros en el municipio
de Cajeme y en Sonora, permitiendo conocer la distribucion geogréafica ampliada de los
tres patdgenos en el estado. El porcentaje de 54% a al menos un agente patdégeno en
nuestro estudio concuerda con investigaciones realizadas con herramientas moleculares
en algunos paises de América del Sur y Central, donde Brasil reporté 69% (Tanikawa et
al., 2013), Nicaragua 80% (Wei et al., 2014), Panama 70,6% (Santamaria et al., 2014),
Costa Rica 45% (Rojas et al., 2015) y El Salvador 60% (Miranda et al., 2018). Nuestro
porcentaje de prevalencia difirid6 al compararlo con porcentajes altos de otros paises,
probablemente por trabajar con perros sin duefio y por estar mas en contacto con el
vector de las enfermedades al estar asociado a condiciones de vida en zonas marginadas
(Peniche et al., 2015). Se ha reportado prevalencia a hemoparasitos en algunos otros
estados de México, donde Sinaloa reporta 74.3% (Sosa-Gutiérrez et al., 2013), Coahuila
y Durango 41% (Almazan et al., 2016), Yucatan 69% (Diaz et al., 2016), Chihuahua 40%
(Escéarcega et al., 2018) y Sonora 33% (Murrieta et al., 2017). Como se menciono
anteriormente, Cajeme present6 el 57% de la infeccion, posicionando a Sonora en este
momento como uno de los principales estados con mayor incidencia en las regiones
tropicales y subtropicales donde estan presentes los pardasitos y el vector.

Con respecto al porcentaje de presencia de cada hemoparasito, evidencio nuestro
estudio una prevalencia mayor de E. Canis a lo reportado en México (28%), ya que en
otro estudio de Sonora en el municipio de San Luis Rio Colorado, se encontr6 del 8% de
infeccion para E. Canis en muestras sanguineas de 235 perros (Murrieta et al., 2017), en
el Estado de Coahuila y Durango 10% en una poblacién de 100 perros sanos infestados
con garrapatas (Almazan et al., 2016). En Yucatan se determiné el 36% en una poblacion
de 50 perros (10 perros domeésticos y 40 en un centro de control de animales), en donde
todos los perros positivos fueron de muestras recolectadas del refugio de animales, lo
gue representa una prevalencia, para este sitio de muestreo del 45% (Path et al., 2015).
También existes hallazgo en otros paises como Buenos Aires, Argentina, en donde los
resultados fueron de igual manera inferiores en una poblacién de 223 perros, obteniendo
el 6.7% de positivos a E. Canis (Cicuttin, 2016), Uruguay es uno de los pocos paises en
los cuales reporta presencia de otros hemoparasitos, pero no la presencia de E. Canis
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en una poblacion de 191 perros (Carvalho, 2017). En contraste con Brasil, el porcentaje
de nuestro estudio es menor, en donde trabajaron con 472 perros en el noreste brasilero
encontraron el 34.5% de los perros positivos (Silva et al., 2010), siendo superior a
nuestros resultados. Colombia representa la mayor zona de alta prevalencia revisada
sobre E. canis en sus municipios de Palmira (92.8%) y Cartago (90%) (Rojas et al., 2013).
No obstante, cabe mencionar que dicho trabajo se realiz6 en perros callejeros a diferencia
de nuestro estudio.

La presencia de Anaplasma platys (11%) en nuestro estudio, resulté ser superiores a los
reportados en Buenos Aires, Argentina de 223 perros, siendo positivos para A. platys el
7.2% (Cicuttin, 2016). En Uruguay de 191 perros resultaron positivos el 4.2% (Carvalho,
2017). También en San Luis Rio Colorado, Sonora en 235 muestras caninas fueron
positivas para el 18% (Murrieta et al., 2017). Otras publicaciones muestran valores
similares a Costa Rica con el 10% (Wei et al., 2014), Nicaragua el 13% (Rojas et al.,
2014), Cuba el 16% (Silva et al., 2016) y el Salvador con 17% (Murrieta, 2017), pero
resultaron ser inferior con respecto a Panamé con el 21.3%. En Brasil, en una poblacion
de 100 perros, se obtuvo mayor prevalencia para Anaplasma platys con el 21% y 9% para
Ehrlichia, siendo uno de los pocos estudios que difiere en nuestros resultados, ya que,
en nuestro trabajo y la mayoria de las investigaciones realizadas en centro y Sudamérica,
reportan una menor incidencia de A. Platys que de E. canis.

El diagnostico molecular en nuestra investigacion de hemoparasitos relacionados a
Ehrlichia y Anaplasma han sido sencillo de identificar a diferencia de la bacteria Rickettsia
rickettsii con la técnica de PCR a partir de muestras sanguineas en caninos. Nuestro
porcentaje de prevalencia a este agente fuel el menor (0.8%) a comparacion de E. canis
y A. platys, esto puede deberse a que tipicamente se menciona que circula un bajo
namero de rickettsias en la sangre en ausencia de enfermedad avanzada o infeccién
fulminante (CDC, 2017; Tinoco et al., 2018).

Debido a esto encontramos en la literatura diferentes investigaciones, en su mayoria
dirigidas al diagnéstico de Rickettsia spp. y R. rickettsii en garrapatas R. sanguineus en
perros de diferentes regiones, como es el caso de Yucatan, seleccionando 28 perros
donde se colectaron 106 garrapatas Rhipicephalus sanguineus con una incidencia del
26% (Peniche et al., 2015) En Matamoros, Coahuila, se realiz6 la técnica de PCR de
punto final para el andlisis de 100 garrapatas (Rhipicephalus sanguineus) dando como
positivo a Rickettsia spp el 4% de las muestras analizadas (Castillo et al., 2015). En
Mexicali Baja California, México, se analizaron mediante PCR garrapatas de perro
pertenecientes a la morfologia de Rhipicephalus sanguineus, resultando muestras
positivas con 100% de homologia a R. rickettsii (Foley et al., 2019). Actualmente Sonora
lidera las entidades con mas reportes de Rickettsiosis en el pais, siendo Cajeme una de
las principales ciudades con méas casos de muerte, a pesar de ser un dato asociado a la
salud publica, es importante conocer la incidencia de R. rickettsii en animales ((PSS,
2014), dandole mayor importancia a nuestro trabajo, pues no solo se detectd Rickettsia
spp. Debido a que esas muestras salieron positivas a R. rickettsii, con 100% de
homologia al género con el gen gltA y la especie con el gen OmpA en muestras de sangre
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de 2 perros (n = 170), estos genes son los mas utilizados para la deteccion de la bacteria
gue causan la fiebre maculosa.

Los resultados obtenidos de los tres agentes, aumenta la alerta y la incidencia de casos
asociados a las Rickettsiales en el estado de Sonora transmitida por la garrapata café
Riphicephalus sanguineus, que actualmente es el vector mas importante de Rickettsiales
en Meéxico (Labruna, 2009), constituyendo un problema de salud publica, pues se le
consideran a R. rickettsii, E. canis y A. platys enfermedad zoondtica por la CDC en el
2017 y que al pasar de los afios han adquirido mayor territorio de infeccion. Como se
menciond anteriormente, estos patdogenos pueden estar presentes en la garrapata,
provocando co-infecciones simultaneas en el hospedero, es decir mas de un solo agente
puede ser transmitido, como se demuestra en la presente investigacion, encontrando el
13% de co-infeccion a los agentes E. canis y A. platys.

La presencia de co-infeccion con estas bacterias en nuestro estudio no es un hallazgo
extrafio, ya que son los mas comunes en Latinoamérica, basdndonos en algunos
porcentajes similares obtenidos en Panama, que reportan una co-infecciones entre E.
canis y A. platys del 7.5% (Santamaria et al., 2014), El Salvador con 4.5% (Miranda et
al., 2018) y San Luis Rio Colorado, Sonora con el 12.2% (Murrieta et al., 2017),
mencionando que este Ultimo es muy semejante a nuestros resultados de co-infeccion y
es del mismo estado.

Es fundamental considerar que el 46% restante de las muestras negativas en el estudio
a género y especie, debido a la ausencia de los patégenos o a la presencia de otras
enfermedades, ya que en la investigacion todas las muestras de sangre provenian de
presuntos perros o que manifestaban sintomas clinicos, aunque también puede deberse
a la presencia en cantidades bajas e indetectables de los agentes patologicos.

Finalmente, es importante resaltar que las diferencias encontradas entre las muestras
positivas a género y negativas a E. canis, A. platys y R. rickettsi probablemente se deban
a que los cebadores utilizados en la primera PCR de género (ECC/ ECB) también
amplifican otras especies, lo que podria indicar infeccion por otras especies de Ehrlichia
(E. ewingii u otras) u otras especies de la familia Anaplasmataceae (A. phagocytophilum
u otras).

CONCLUSIONES
El porcentaje de hemoparasitos en perros domésticos reportado en este estudio,
posiciona actualmente a Sonora como uno de los principales estados con mayor
frecuencia en regiones tropicales y subtropicales. Los tres agentes fueron detectados por
técnicas moleculares en sangre de perros sospechosos de la ciudad de Cajeme, Sonora,
identificAndose Ehrlichia canis, Anaplasma platys y Rickettsia rickettsii con frecuencias
de 28%, 11% y 0.8%, respectivamente. Ademas, estos tres agentes fueron confirmados
por secuenciacion. En cuanto a las co-infecciones, solo se detectaron simultdneamente
Ehrlichia canis y Anaplasma platys con un 13% de frecuencia. Esta es la primera
investigacion de identificacion molecular en nuestro estado, confirmando la presencia de
Ehrlichia canis, Anaplasma platys y Rickettsia rickettsii a partir de sangre total de caninos.
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