Universidad Autbnoma de Sinaloa
Colegio en Ciencias Agropecuarias
Facultad de Medicina Veterinaria 'y Zootecnia

Maestria en Ciencias Agropecuarias

TESIS:

Prevalencia y factores de riesgo asociados a la presencia de Ehrlichia spp. en
caninos procedentes de propietarios con antecedentes a rickettsiosis en Culiacan,

Sinaloa, México.

Que para obtener el grado de Maestro en Ciencias Agropecuarias
PRESENTA:
José Mario Atondo Pacheco
DIRECTORA DE TESIS:
Dra. Nohemi Castro del Campo
CODIRECTORA DE TESIS:
Dra. Soila Maribel Gaxiola Camacho
ASESORES:
Dr. Rosalino Flores Rocha
Dra. Maria de Jesus Lopez Lopez

Dra. Idalia Enriquez Verdugo

Culiacan, Sinaloa, México; agosto de 2024



UTONO),
Ok 12,
o s
P B

DIRECCION GENERAL DE BIBLIOTECAS

Direccion General de Bibliotecas

Ciudad Universitaria

Av. de las Américas y Blvd. Universitarios
C.P.80010 Culiacan, Sinaloa, México.
Tel. (667) 71378 32y 712 50 57

dgbuas @uas.edu.mx

UAS-Direccion General de Bibliotecas
Repositorio Institucional Buelna

Restricciones de uso

Todo el material contenido en la presente tesis esta protegido por la Ley Federal de
Derechos de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

Queda prohibido la reproduccién parcial o total de esta tesis. El uso de imagenes,
tablas, graficas, texto y demas material que sea objeto de los derechos de autor, sera
exclusivamente para fines educativos e informativos y debera citar la fuente
correctamente mencionando al o los autores del presente estudio empirico. Cualquier
uso distinto, como el lucro, reproduccion, edicién o modificacién sin autorizacién
expresa de quienes gozan de la propiedad intelectual, sera perseguido y sancionado
por el Instituto Nacional de Derechos de Autor.

Esta obra esta bajo una Licencia Creative Commons Atribucién-No Comercial
Compartir Igual, 4.0 Internacional

CoN ws%
FUTURO
2025




DEDICATORIA

Quiero dedicar este trabajo con mucho carifio a mi familia por ser un pilar importante,
especialmente a mi madre Ana Bertha Pacheco, por estar siempre presente y
apoyarme en cada proyecto que tengo y ser mi soporte para realizar tanto mi vida
académica como personal, por ensefiarme a siempre sobrellevar cualquier
circunstancia que se presente. A mi abuela Rosaura Medina y tia Blanca Pacheco

por darme los animos necesarios desde siempre para seguir en la marcha.



AGRADECIMIENTO

Quiero agradecer a mi familia, amigos, maestros y compafieros, por el apoyo

recibido durante este proyecto.

A mi Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Autonoma de
Sinaloa, por todo el conocimiento que adquiri y por permitir estudiar la Maestria en
Ciencias Agropecuarias, a CONAHCYT por el apoyo que me proporciono para

estudiar este posgrado.

En especial a la Dra. Nohemi Castro del Campo, quien confié y crey6 en mi, desde
un inicio en este camino, por su sabiduria, consejos y su escuela, por ser una guia
en lo académico y de la investigacion, siempre muy agradecido con usted, por la

confianza, sus consejos y su apoyo.

Mi agradecimiento a la Dra. Soila Maribel Gaxiola Camacho, por toda su experiencia
en la investigacion y ser una fuente de inspiracion y motivacion, agradecido también
por la confianza que me brindo. Al MC. Jaime Eleazar Borbolla Ibarra por darme la

oportunidad de seguir creciendo en esta facultad.

Dr. Rosalino Flores Rocha por creer en el proyecto desde el momento en que le
platique, por su apoyo su dedicacion y por ensefiar una buena escuela en el area
de la salud publica. Dra. Maria de Jesus Lopez Lépez, gracias por su dedicacion
hacia este proyecto, por compartir su conocimiento y siempre estar alli. Dra. Idalia
Enriquez Verdugo gracias por la confianza y por su dedicacion de siempre estar y
aclarar dudas que se presentaban. MC. Daniel Eduardo Zatarain por su

colaboracion y disposicion de ayudar en los analisis estadisticos.

MC. Daniel Solis y MC. Sandra Medina, por su amistad, comparfierismo y ser un
soporte importante en este camino, por sus consejos, conocimiento y apoyo que me
brindaron en este trabajo. Dr. Ramén Castro por su apoyo brindado en los
muestreos, asi también a los alumnos Cruz Cardenas y Fernando Figueroa por su
apoyo en este proyecto. Gracias en general a todas las personas que estuvieron

involucradas en este trabajo de investigacion.



CONTENIDO

| INTRODUCCION ...ttt st e et seene e e 01
[ ANTECEDENTES ......coii ittt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s a s s e nnnnes 03
2.1. Generalidades de l1as RICKettSIas.........ovviiiiiiiiiiieieeeie e 03
2.2 Epidemiologia de las RICKEttSIaS........ccceviieiiiiiiiii e 03
2.3. Generalidades del vector Riphicephalus sanguineus.............cccccuunn.... 04
2.3.1 Enfermedades transmitidas por Rhipicephalus sanguineus ..................... 05
2.4. Respuestainmune de las RickettSias .......cccoooovviiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee 05
2.5. Generalidades de la Ehrlichia SPP.....ccoovviiiiii e, 06
2.6. Patogénesis de RICKetISIaA........ccoiiiiiiiiiiiii e 07
2.7. SIgN0S CliNICOS €N hUMANOS ....ccoiiiiiiii e 07
2.8. SIgNO0S CliNICOS €N CANINOS ...ocvviiiiieeiece e 08
2.9. Prevalencias reportadas en caninos para Ehrlichia spp.........ccccvvvnnne. 09
2.10. Prevalencia en humanos para RickettSia.........ccccccveiiieiiiiiiiiiec e, 11
2.11. Factores de riesgo asociados a Ehrlichia spp.......ccccoevvvviiiiiiiiinccennnnn, 12

2.11.1. Localizacién de garrapatas Rjipicephalus sanguineus en el hogar...........12

L HIPOTESIS ...ttt et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s e s s nnnnes 14
V. OBJIETIVOS ...ttt e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s e e e s e s s s e 15
4.1.0DJELIVO GENETAI....cci i 15
4.2.0Djetivos €SPECITICOS .uuuiiiiiiiiii e 15
V. MATERIAL Y METODOS ... ..ottt 16
5.1, LOCAIIZACION ..ottt ettt 16
5.2. TIPO A€ ESTUAIO ..uuuiiiii it e e e e eeeeneees 17
5.3. Tipo de muestreo y tamafio de lamuestra.........cccccceeeeeeveiiiinieeceeiinenn, 17
5.4. Identificacion morfolégica por frotis sanguineo ...........ccccceeeeeeeveinnnnnn... 18
5.5. Kit de Extraccion de ADN €N PEeIrTOS ....coeeeeeeeeiieeeieaeeiieiiieeeeeeeeeeeeeeee 19
5.6. Oligonucleétidos usados para Ehrlichia spp......ccccoeeeeeviiiiiiiiciieiiee, 19
5.7. Cuantificacion de ADN .........oooiiiiiiiiiiiii e 20

5.8. Metodologia de la reaccidén en cadena de la polimerasa para (PCR)....20

5.9, ANAlISIS EStaAOiStICOS «vneeeeeee e, 20
VI. RESULTADOS Y DISCUSION ....cooiiiiie ettt 22



6.1. Resultados para frotis SangQuUINEOS..........ccovviiieiiiiiiiice e, 22

6.2. Resultados por niveles celulares de 10S caninOS ........cccoevveiieeieeiinnnnnnn. 24
VII. CONCLUSIONES. ... ..ottt e e et e e e e e et e e eaeeees 34
VI LITERATURA ClITADA oottt e 35
X, ANEXOS oot 41



CUADRO
1

INDICE DE CUADROS

TITULO
Prevalencia de Ehrlichia spp., reportadas
con climas semejantes a la ciudad de
Culiacén, Sinaloa, México.
Resultados de frotis sanguineos como
método de diagndstico.

Relacion positivos vs negativos con
porcentaje de hematocrito y plaquetas.

Analisis de resultados de la técnica de
frotis sanguineo con las variables de
interés  aplicando  Ji-cuadrada, con
significancia de P<0.05.

Odds ratios de frotis sanguineo para los
factores de riesgo asociados a donde
duerme el canino y acceso libre a la calle.
Analisis de resultados con la técnica de
PCR de las variables de interés aplicando
Ji-cuadrada, donde se observa asociacion
en las variables: tipo de suelo donde habita
el canino, Desechos en el exterior de la
vivienda.

Odds ratio de PCR para los factores de
riesgo asociados al tipo de suelo e higiene
en el hogar en muestras de caninos en
Culiacéan Sinaloa.

Odd ratio de PCR para los factores de
riesgo asociados al estado de salud del
canino y conocimiento de las
enfermedades que transmite el vector.

PAGINA
11

23

24

27

28

30

31

32



FIGURA
1

INDICE DE FIGURAS

TITULO

Modelo conceptual del riesgo de
fiebre manchada por Rickettsia
rickettsii.

Mapa del municipio de Culiacan,
Sinaloa con sindicaturas.

Zonas del muestro en el Municipio
de Culiacan, Sinaloa.

Mérulas de Ehrlichia spp en
MONOCItos.

Gel de agarosa, carril 1 marcador
100 pares de base (pb), carril 2,
control negativo, carriles 2-13
muestras y carril 14, control
positivo.

Condiciones de las viviendas,
consideradas factores de riesgos.

PAGINA

13

16
17

23

29

33

Xi



RESUMEN

Prevalencia y Factores de Riesgo Asociados a la Presencia de Ehrlichia spp.
en Caninos Procedentes de Sectores con Antecedentes a Rickettsiosis en

Culiacan, Sinaloa, México.
José Mario Atondo Pacheco

La ehrlichiosis es una infeccidén bacteriana transmitida por garrapata Rhipicephalus
sanguineus, que afecta tanto a animales como a humanos. Sus sintomas incluyen
fiebre, dolor articular, decaimiento, entre otros, tanto a perros como a Sus
propietarios. El objetivo es determinar la presencia de Ehrlichia spp. en caninos de
hogares con propietarios que presentaron anticuerpos positivos a Rickettsia en
Culiacan, Sinaloa, México y relacionar los factores de riesgo asociados a la bacteria.
Este estudio se llevo a cabo en la ciudad de Culiacan, Sinaloa, México,
considerando tanto areas urbanas como rurales. Se realizaron 10 muestreos (105
muestras sanguineas) de caninos, procedentes de domicilios de personas con
diagnéstico de rickettsiosis segun la base de datos de la Secretaria de Salud de
Sinaloa entre los afios 2021 y 2023. Los datos fueron analizados mediante pruebas
de Ji cuadrada (P<0.05) para evaluar asociaciones y calculos de odds ratio para
identificar factores de riesgo. Se realizé un estudio morfolégico mediante frotis
sanguineo con una prevalencia de 33.33% (35/105) para esta investigacion.
Posteriormente se realizo extraccion de ADN, se midio la cuantificacion de ADN con
NAnoDrop™ One, donde el motivo de exclusién fue la cuantificacion de ADN <16
ng/uL. Al realizar el PCR se encontro que 32 de 73 muestras 6ptimas amplificaron
un fragmento de 480 pb del gen 16S rRNA de Ehrlichia spp., teniendo una
prevalencia de 43.89% en PCR. Los factores de riesgo que demostraron una
correlacion epidemioldgica fueron las condiciones de higiene de los hogares, el
acceso libre a la calle de los caninos vy la falta de informacion de los vectores no

solo afecta a las mascotas, sino también a sus propietarios.

Palabras clave: Zoonosis, rickettsiosis, Ehrlichia, caninos, salud publica, factores

de riesgo.
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ABSTRAC

Prevalence and Risk Factors Associated with the Presence of Ehrlichia spp.
in Canines from Areas with a History of Rickettsiosis in Culiacan, Sinaloa,

Mexico.
José Mario Atondo Pacheco

Ehrlichiosis is a bacterial infection transmitted by the tick Rhipicephalus sanguineus,
which affects both animals and humans. Its symptoms include fever, joint pain,
weakness, among others, both in dogs and their owners. The objective is to
determine the presence of Ehrlichia spp. in canines from homes with owners who
presented positive antibodies to Rickettsia in Culiacan, Sinaloa, Mexico and to relate
the risk factors associated with the bacteria. This study was carried out in the city of
Culiacan, Sinaloa, Mexico, considering both urban and rural areas. Ten samples
(105 blood samples) were taken from canines, from the homes of people diagnosed
with rickettsiosis according to the database of the Sinaloa Health Secretariat
between the years 2021 and 2023. The data were analyzed using Chi-square tests
(P <0.05) to evaluate associations and odds ratio calculations to identify risk factors.
A morphological study was carried out using a blood smear with a prevalence of
33.33% (35/105) for this research. Subsequently, DNA extraction was performed,
and DNA quantification was measured with NAnoDrop™ One, where the reason for
exclusion was DNA quantification <16 ng/puL. When performing the PCR, it was
found that 32 of 73 optimal samples amplified a 480 bp fragment of the 16S rRNA
gene of Ehrlichia spp., having a prevalence of 43.89% in PCR. The risk factors that
demonstrated an epidemiological correlation were the hygiene conditions of the
homes, the free access of dogs to the street and the lack of information about the
vectors not only affects the pets, but also their owners.

Keywords: Zoonosis, rickettsiosis, Ehrlichia, canines, public health, risk fa
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|. INTRODUCCION

Las rickettsiosis son ocasionadas por bacterias intracelulares estrictas Gram
negativas, pertenecientes al género Rickettsia, familia Rickettsiaceae, orden
Rickettsiales (Raoult,1997), que se consideran un problema emergente de salud
publica, principalmente en paises de América Latina (Milagres et al., 2013). El riesgo
de enfermedades zoondticas transmitidas a través de vectores, como es la
garrapata Rhipicephalus sanguineus, puede variar; estd comprobado
cientificamente que las garrapatas en altas temperaturas, se unen y se alimentan
de los seres humanos con mayor rapidez, lo que sugiere que el riesgo de
parasitismo humano por Rhipicephalus sanguineus podria aumentar en zonas con
veranos calidos, tales como el que se encuentra en el estado de Sinaloa, México
(Rubio et al., 2015). La rickettsiosis se clasifica segun el espectro de
manifestaciones clinicas que se presentan, en fiebre manchada y tifus. Ambos
grupos son transmitidos por vectores artropodos como garrapatas, pulgas y piojos
a diversos vertebrados domésticos y silvestres, incluido el ser humano (Alvarez et
al., 2015). La ehrlichiosis canina entra en el grupo de las fiebres manchadas y puede
ser causada por diferentes especies de Ehrlichia, las cuales atacan diferentes
grupos de células sanguineas, sin embargo, el caso mas comun esta dado por
Ehrlichia canis que esta diagnosticado con especial afinidad por monocitos; dicho
proceso infeccioso es denominado ehrlichiosis canina monocitica; usualmente la
enfermedad tiene un curso asintomatico y se presenta en forma aguda, subclinica
y cronica (Jiménez et al., 2017). Ehrlichia canis (E. canis) es una rickettsia
intracelular obligada, altamente pleomorfica, Gram negativa, que infecta monocitos
y macréfagos (Ristic y Huxsoll 1984). E. canis es el agente etiolégico de la
Ehrlichiosis monocitica canina (EMC) mencionada anteriormente, también conocida
como pancitopenia tropical canina, tifus canino, enfermedad del perro rastreador,
sindrome hemorragico idiopatico, entre otras denominaciones; es una enfermedad

cosmopolita e infecciosa que afecta principalmente a los perros domésticos, con



valores de prevalencia superiores al 50% (Ramos et al., 2009; Faria et al., 2010), y
ha sido diagnosticada en otros miembros de la familia Canidae (Ebani et al., 2017).
Los factores de riesgo se ven en el aumento de précticas recreativas al aire libre
como el campismo, el excursionismo y la acelerada urbanizacion; esto favorece el
asentamiento de vecindarios humanos en suburbios o0 espacios previamente
silvestres, asi como las practicas culturales o incluso sociopoliticas, que han
aumentado la convivencia estrecha con huéspedes competentes de las garrapatas
como los perros, hospederos comunes de Rhipicephalus sanguineus; cambios
ecologicos o climaticos, como el calentamiento global, han modificado los
comportamientos de alimentacion y reproduccion de las garrapatas, o que por un
lado ha incrementado los ataques a humanos y por otro, ha promovido una mayor
densidad vectorial tanto en areas endémicas, como en otras en las que previamente

no se habia documentado la presencia de estas (Alvarez et al., 2015).



Il. ANTECEDENTES

2.1. Generalidades de las Rickettsias
Las rickettsias son bacilos Gram negativos de crecimiento intracelular obligado y

multiplicacion en el citoplasma de las células endoteliales (Raoult, 2020) y (Merhei,
2014). Se clasifican en cuatro grupos: el grupo de las fiebres manchadas (Rickettsia
rickettsii, Rickettsia parkeri, Rickettsia ambliommatys, Rickettsia africae y Rickettsia
conorii, entre otras), el grupo del tifus (Rickettsia prowazekii y Rickettsia typhi), el
grupo ancestral (Rickettsia bellii y Rickettsia canadensis) y el grupo transicional
(Rickettsia felis, Rickettsia akari y Rickettsia australis) (Merhei, 2014).

La fiebre de las montafias rocosas, potencialmente mortal en humanos y perros,
estd causada por Rickettsia rickettsii y se encuentra distribuida por América; las
rickettsiosis fueron reconocidas en México desde mediados de 1930, principalmente
en los estados fronterizos del norte, con persistencia de diversos brotes en los
estados de Sinaloa, Sonora, Durango y Coahuila. En 1945, Bustamante, Ortiz
Mariotte y Varela identificaron como vector a la garrapata del perro, Rhipicephalus

sanguineus, en Sinaloa (De Lara et al., 2008).

2.2 Epidemiologia de las Rickettsias
Las rickettsias utilizan como vectores a insectos de tipo artropodos hematéfagos

como garrapatas, pulgas y piojos, el hombre suele ser huésped accidental (Walker
et al., 1998). Las rickettsiosis son llamadas patologias que estan desatendidas,
desconocidas o que se confunden con otras patologias de la region sobre todo en
climas subtropicales y tropicales a la hora de ser diagnosticadas (Miranda et al.,
2017). La bacterias se comportan como parasitos comensales en los vectores, es
decir, viven a expensas del vector, pero no le causan dafio, excepto en el caso del
piojo del cuerpo humano (Pediculus humanus), que funciona como vector para
Rickettsia prowazekii (tifo epidémico); el piojo muere semanas después de ser
infectado por una obstruccién en su propio tubo digestivo. A pesar de que el ciclo
de bacteremia en el vector es muy corto, y de que en muchas garrapatas se logra
completar el ciclo de vida de la bacteria, las rickettsias logran infectar al ser humano

cuando éste sufre una picadura por una garrapata previamente infectada; la



infeccidn se logra cuando la hemolinfa del insecto entra en contacto con alguna
solucion de continuidad de la piel humana (Walker et al., 1998).

En México, los reportes de casos de fiebres manchadas se habian restringido a
Rickettsia rickettsii y prowasekii, sin embargo, en el afio 2006 en Nuevo Leo6n se
hizo un estudio que determind la presencia de anticuerpos contra rickettsias del
grupo tifo, 16% de los cuales pertenecieron a la especie Rickettsia parkerii a partir
de 345 sueros de pacientes con un sindrome semejante al dengue; la
caracterizacion del ADN identific6 Rickettsia prowasekii como agente causal
(Peniche et al., 2015) y (Boletin de la Sociedad de Geografia y Estadistica de
México, 1889).

2.3. Generalidades del vector Riphicephalus sanguineus
Las altas temperaturas favorecen la presencia del vector (principalmente

Rhipicephalus sanguineus), siendo un factor de riesgo para la presencia de la
enfermedad por Rickettsia spp. en caninos y humanos, lo que podria aumentar su
incidencia en zonas con veranos calidos (Rubio et al., 2015). También, el aumento
de préacticas recreativas al aire libre como el campismo y el excursionismo se han
convertido en factores de riesgo; ademas de la acelerada urbanizacion, que
favorecen el asentamiento de vecindarios humanos en suburbios o espacios
previamente silvestres, asi como también las practicas culturales o incluso
sociopoliticas, que han aumentado la convivencia estrecha con los perros,
hospederos comunes de Rhipicephalus sanguineus; asi como, los cambios
ecologicos o climaticos, como el calentamiento global, han modificado los
comportamientos de alimentacion y reproduccion de las garrapatas, o que por un
lado ha incrementado los ataques a humanos y por otro, ha promovido una mayor
densidad vectorial tanto en reas endémicas como en otras en las que previamente

no se habia documentado antes de su presencia (Alvarez et al., 2015).



2.3.1 Enfermedades transmitidas por Rhipicephalus sanguineus
Las garrapatas son vectores potenciales en la transmision de diversos patdgenos

tanto en animales como en humanos (Almazan et al., 2016), un ejemplo de ello son
las infecciones por ehrlichiosis y anaplasmosis, causadas por alfa proteobacterias
Gram negativas de los géneros Ehrlichia y Anaplasma, de la familia
Anaplasmataceae, del orden Rickettsiales (Dumler, 2013). Son parasitos
intracitoplasméticos estrictos, pleomorficos, capaces de parasitar células
sanguineas como globulos rojos, leucocitos y plaguetas, ocasionando su
destruccién (Ismail et al., 2010). Una caracteristica en comuin es que ambos géneros

producen moérulas dentro de las células infectadas (Dumler, 2013).

2.4. Respuesta inmune de las Rickettsias
En la respuesta inmune celular en pacientes con rickettsiosis, se puede observar

una clara modificacién en las células mononucleares periféricas con una baja en las
células T circulantes, en caso particular las CD4+, y CD45+; estas modificaciones
pueden estar relacionadas con la adhesion celular al endotelio vascular, seguido
por su internalizacion a los sitios de inflamacion (Zavala et al, 2004).

En la fase aguda se observa una ligera disminucion de los otros subgrupos
celulares, como TCD8+, NK CD16+, B CD20+ y un aumento significativo de los
monocitos CD14+/HLA-DR+; todos los subgrupos celulares regresan a sus niveles
normales posterior a un tratamiento exitoso, excepto los monocitos clase
CD14+/HLA-DR+, que persisten con un nivel elevado después de la recuperacion
del paciente, aparentemente de manera directa con los altos niveles del factor de
necrosis tumoral alfa (TNFa); la respuesta inmune humoral del paciente se altera
profundamente durante la enfermedad, teniendo en la fase aguda un incremento en
suero de IFN-g, interleucina-10 (IL-10), IL-6 y TNFa en comparacién con los
controles sanos; para posteriormente, durante la segunda semana después de la
infeccidn, los niveles de IFN-g disminuyen con rapidez, en tanto que los valores de
IL-6, IL-10 y TNFa declinan gradualmente, hasta llegar a valores que se encuentren
en un rango normal en la etapa de convalecencia (Ciliari et al, 1996).

La fuente principal de proteccién contra las rickettsias la proveen los linfocitos T

CD8, al participar en la activacion de los linfocitos citotoxicos, los cuales constituyen
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el mecanismo potencial de eliminacidon de células infectadas por rickettsias, como
lo evidencia la infeccion con Rickettsia conorii de ratones que carecen de linfocitos
T CDS8; si el efecto de los linfocitos citotoxicos sobre las células infectadas es la
induccién de apoptosis, los cuerpos apoptéticos con un contenido de rickettsias
podrian hipotéticamente ser fagocitados rapidamente por células adyacentes (por
ejemplo, los macrofagos perivasculares) y degradados en sus fagolisosomas (Feng
et al., 1997).

2.5. Generalidades de la Ehrlichia spp.
Ehrlichia spp. es un conjunto de bacterias Gram negativas, pleomorficas,

intracelulares obligadas, de la familia Anaplasmataceae, dentro del orden
Rickettsiales; de acuerdo con la nueva reclasificacion de la familia
Anaplasmataceae podemos distinguir dos tipos de ehrlichiosis canina: la ehrlichiosis
granulocitica, causada por Ehrlichia ewingii; y la ehrlichiosis monocitica, cuyo
agente etiolégico es Ehrlichia canis y, en ocasiones, Ehrlichia chaffeensis; esta
enfermedad producida por estos patdogenos, se conoce también como rickettsiosis
canina, fiebre hemorragica canina o tifus canino (Fernandez, 2013); entre estas
bacterias se considera la Ehrlichia canis como la de mayor importancia desde un
punto de vista clinico (Demma et al., 2005). En el afio de 1935 en el instituto Pasteur
de Argelia, Donatien y Lestoquard visualizaron en monocitos de perros febriles y
con anemia, organismos semejantes a rickettsias, por lo que en un inicio fueron
clasificados como Rickettsia canis; pero en el afio 1945, Moshovski la clasifico como
Ehrlichia canis en honor a Paul Ehrlich; Ehrlichia canis es el agente etiolégico de la
ehrlichiosis monacitica canina (EMC), la cual es descrita como una enfermedad
multisistémica grave y a veces fatal por los dafios que ocasiona en los organismos
y que afecta a miembros de la familia Canidae, la cual incluye a los perros, lobos,
coyotes y zorros; predominantemente a los perros y accidentalmente en el hombre,
la cual es transmitida por la garrapata marron del perro Rhipicephalus sanguineus
(Gutierrez et al., 2016).

En 1996, en el estado de Lara Venezuela, se reporté la primera infeccion humana

con Ehrlichia canis, donde se logré el aislar en cultivo celular y la caracterizacion



genética a partir de una persona aparentemente asintomatico que presentaba una
infeccidn cronica, a esta cepa la llamarén Ehrlichia humana venezolana (Pérez et
al, 1996).

2.6. Patogénesis de Rickettsia
El ciclo de estas bacterias involucra a hospederos vertebrados e invertebrados, la

Rickettsia se establece en garrapatas infestadas mediante una transmision
transvarial y transestadial; los huevos de las garrapatas hembras infectados con
Rickettsia desarrollan larvas infectadas, las cuales se alimentan de pequefios
roedores a los cuales infectara de Rickettsia por medio de la saliva; por otro, lado
las larvas no infectadas que proceden de huevos no infectados, se pueden alimentar
de un animal infectado, y al consumir su sangre infectada es cuando sucedera la

infeccion por Rickettsia (Barba, 2009).

Las principales células que infecta son los monocitos y algunos tipos de linfocitos;
la patogénesis dura aproximadamente de 8 a 20 dias; estas bacterias permanecen
y pueden detectarse mediante Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR, por sus

siglas en inglés) en érganos hematopoyéticos y medula ésea (Harrus et al., 1998).

Ehrlichia canis se multiplica en células mononucleares circulantes, las células
infectadas son transportadas via sanguinea a otros Organos, especialmente
pulmones, riiones y meninges; las células infectadas se adhieren al endotelio
vascular, produciendo una vasculitis y una infeccion en el tejido subendotelial; la
trombocitopenia que se observa en los animales infectados se deberia a un mayor
consumo, secuestro y destruccién de plaguetas; la anemia que se observa en
algunos casos a una supresion en la produccion de eritrocitos y mayor destruccion

de éstos, siendo variable el nimero de leucocitos (Breitschwerdt et al., 1998).

2.7. Signos clinicos en humanos
Las fiebres manchadas pueden ser descritas como una enfermedad sistémica

aguda caracterizada por una extensa vasculitis, la cual es causante del exantema,
la cefalea, las mialgias y los sintomas gastrointestinales asociados, evento que
puede resultar, ademas, en otras condiciones que ponen en peligro la vida del

paciente, entre las que se incluyen la hemorragia pulmonar, la meningoencefalitis y
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la miocarditis (Walker, 1995; Sessler et al.,, 1995). Rodriguez et al. (2019)
manifiestan que al principio aparecen la fiebre, cefalea y malestar general, y al
segundo a cuarto dia puede aparecer un exantema maculopapular en tobillos y
mufiecas, que posteriormente evoluciona a purpurico y petequial; siempre afecta las

palmas y plantas y suele ser el dato clinico que orienta el diagnostico.

Carredn et al. (2023) en un hospital pediatrico de Sinaloa, reportaron el caso de un
infante de cinco afos, el cual se reporté con padecimiento de 10 dias de evolucion,
con fiebre, cefalea, exantema maculopapular generalizado y petequias en
extremidades superiores e inferiores con extension a torax; a la exploracion fisica
presentaba irritabilidad, deshidratacion moderada, adenopatia generalizada,
dermatosis maculopapular, petequias y equimosis por vasculitis, hepatomegalia y

esplenomegalia.

Por otro Rodriguez et al. (2022) reportaron el caso de un masculino de 14 afios con
un cuadro de 10 dias de evolucion, caracterizado por fiebre de alto grado
cuantificada de 39.5 a 40 °C, malestar general, mialgias, artralgias, cefalea y dolor

retroocular.

2.8. Signos clinicos en caninos
Mufioz y Galan (2021) mencionan que la ehrlichiosis canina posee un cuadro clinico

gue cambia conforme pasan los dias de adquirida la infeccion, donde el canino
puede llegar a presentar alteraciones considerables sin tener signos evidentes, se
presentan 3 fases clinicas para esta enfermedad. Fase aguda, la cual se presenta
después de la incubacién entre ocho a veinte dias, pudiendo asociarse a la
presencia de trombocitopenia, leucopenia y anemia (Bastidas y Ali, 2020). Los
signos caracteristicos de esta fase son la presencia de fiebre, letargia, depresion,
anorexia, linfadenopatia y esplenomegalia, usualmente caracterizada por la
presencia de sintomas donde se ve comprometido el sistema de coagulacion,
provocando petequias, equimosis, epistaxis, vasculitis, edema y coagulacion
intravascular diseminada; a veces es posible observar uveitis anterior, vomito,
diarrea, cojera, ataxia y disnea; la fase subclinica es de especial importancia por la

ausencia de signos o sintomas evidenciables en el canino; asi mismo, presenta



alteraciones hematolégicas clave, como trombocitopenia moderada a severa,
leucopenia y anemia; debido a la ausencia de sintomas, esta puede pasar
inadvertida por meses, incluso afios, antes de entrar a la fase cronica (Mufioz y
Galan, 2021). La fase crénica es la mas severa de todas, en esta los sintomas
agudos reaparecen con gran intensidad; viene luego de la fase subclinica y se
puede presentar con debilidad, depresion, anorexia, palidez de mucosas, fiebre,
marcada pancitopenia, hemorragias, edema en extremidades, fallo renal, artritis,
poliartritis y uveitis (Bastidas y Ali, 2020). Algunos signos poco frecuentes
comprometen el sistema nervioso central provocando ataxia, nistagmos vy
convulsiones; en aparato reproductor ocasiona abortos o muerte neonatal v,
finalmente, hipoplasia medular. La condicion en esta fase es de dificil tratamiento y

el pronostico es malo (Mufioz y Galan, 2021).

2.9. Prevalencias reportadas en caninos para Ehrlichia spp.
Anaya et al. (2017) encontraron una prevalencia en Pera para Ehrlichia de 3.7%, y

7.8% a Rickettsia para casos recientes, asi como para casos pasados con 19.0%
para Ehrlichia y 23.3% para Rickettsia; concluyendo que existe una mayor
prevalencia para contacto o infeccion pasada a Rickettsia y Ehrlichia en poblaciones
fronterizas de cuatro regiones del territorio peruano, lo cual evidencia el
comportamiento endémico de ambos agentes infecciosos en dichas areas
geograficas con caracteristicas ecoepidemiolédgicas de zonas periurbanas y rurales.
Por otro lado, Pérez et al. (2021) en un estudio que abarco los afios 2016 al 2019,
observaron una seroprevalencia determinada por titulos de IgG de 60% para
Rickettsia rickettsii, 47.9% para Rickettsia typhi y 24 % para Rickettsia felis. En
Yucatan fue reportado el primer diagndéstico molecular de Ehrlichia canis en perros
capturados por personal del centro de control animal con una prevalencia del 45%
(Pat-Nah et al., 2015). Asi mismo, en un estudio realizado en los estados de
Coahuila y Durango se detectd mediante la técnica de PCR un 31% de perros
positivos a Anaplasma platys y un 10% a Ehrlichia spp. (Almazéan et al., 2016).
Badillo et al. (2017) en Barranquilla, Colombia, determinaron la prevalencia para
Ehrlichia canis y Anaplasma spp en 34% (63/184) caninos, la seropositividad en el

caso de Ehrlichia canis fue del 28% (52/184) en caninos. En otro trabajo por Huerto
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y Damaso (2015), encontraron una prevalencia de Ehrlichia canis del 51.3% en
perros infestados con garrapatas en la provincia de Huanuc, Perd. Quijada et al.
(2012) por su parte, analizaron 92 muestras de sangre y suero de caninos de cuatro
estados de Venezuela, se observd una prevalencia de Ehrlichia canis 34.78%
seguido de Anaplasma platys 11.96%. Escarcega et al. (2018) en Ciudad Juérez,
Chihuahua, México, hicieron un analisis molecular en muestra sanguinea obtenidas
en perros, donde se obtuvo una prevalencia a rickettsiosis del 43.3%, 40%
para Ehrlichia spp. y un 27% para Anaplasma phagocytophilum. En la ciudad de
Tepic, Nayarit, Gonzélez et al. (2017) encontraron en seis clinicas, una prevalencia
total de 13.11% para Ehrlichia spp. Jiménez et al. (2009) dieron una prevalencia de
8.7% y 8.1% en muestras de perros callejeros en Yucatan México, en este mismo
estado Diaz et al, en el 2016 estudiaron 200 perros donde se encontraron
prevalencia para Ehrlichia canis de 69.2%. Por su parte, en Sinaloa Gaxiola et al.
(2009) encontraron una prevalencia de 71.13% de Ehrlichia en caninos de clinicas
veterinarias y en otro estudio en el mismo estado Sosa et al. (2013) a partir de 152
muestras colectadas en clinicas veterinarias se encontré6 una seroprevalencia de
Ehrlichia canis del 74.3%. Rhipicephalus sanguineus se encuentra ampliamente
distribuida en México, con mayor afinidad en zonas tropicales y subtropicales;
Estudios llevados a cabo en Baja California, Nuevo Leon, Coahuila y Ciudad de
México, indican que la prevalencia e incidencia de Ehrlichia spp. y Anaplasma
phagocytophilum en el vector ha ido aumentando gradualmente (Sosa et al., 2016).
Por otra parte Lépez et al. (2024) encontraron una prevalencia para Ehrlichia spp.
de 4.79% de un total de 5469 caninos, realizaron frotis sanguineos y pruebas de
Elisa en tres laboratorios de las ciudades de Mexicali y de Tijuana Baja California,
México; ellos comentan que el pico con mayor contagio fue en el mes de septiembre,

y que el principal vector es la garrapata Rhipicephalus sanguineus (cuadrol).
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Cuadro 1. Prevalencia de Ehrlichia spp., reportadas con climas semejantes a la
ciudad de Culiacén, Sinaloa, México.

Autor Afo Pais Prevalencia Ehrlichia n
spp.
Alvarez etal 2017 Barranquilla, 34.00% 184
Colombia
Huerto y 2015 Huanuco, Peru 51.30% 150
Damaso
Quijada etal 2012  Centro Norte 34.78% 92
Costeros de
Venezuela
Escarcegaet 2018 Cd. Juérez, 40.00% 30
al México
Nah et al 2015 Yucatan, 45.00% 50
México
Diaz et al 2016 Yucatan, 69.20% 200
México
Gaxiola etal 2009 Sinaloa, 71.13% /
México
Sosa et al 2013 Sinaloa, 74.30% 152
México
Sosa et al 2016 Sinaloa, 23.20% 139
México
Lopezetal 2020 Sinaloa, 10.11% 168
México
Lopezetal 2021 Cajeme , 54.00% 170
Sonora,
México
Lopezetal 2024 Baja California 4.79% 5,469

2.10. Prevalencia en humanos para Rickettsia
La prevalencia de rickettisosis en humanos se ha reportado a nivel nacional, en el

afio 2009 se emitié una alerta epidemioldgica por brote de rickettsiosis en Baja

California, con un total de 1,471 casos sospechosos en todo el afio. El 24 de abril

de 2015, el Centro Nacional de Programas Preventivos y Control de Enfermedades
(CENAPRECE) del Ministerio de Salud de México emitid una Declaracion de

Emergencia Epidemioldgica para la FMMR en las regiones del norte de México,

particularmente en los estados de Baja California y Sonora (Alvarez et al 2017).

En México, los estados del norte son los méas afectados por esta enfermedad, entre

los que se incluyen Baja California, Sonora y la Comarca Lagunera (entre Coahuila

11



y Durango), donde se reportan tasas de letalidad entre 17 y 55 % (De lara et al.,
2008; Alvarez et al., 2015; Zavala et al., 2008 y Zazueta et al., 2021).

En la Republica mexicana, entre 2018 y 2019 se ha visto un incremento del 69%
de casos por afo; los cinco estados con mayor incidencia durante el 2019 fueron
Veracruz con 49 casos, seguido de Chihuahua con un total de 39; y un nimero
menor en Sonora, Nuevo Ledn e Hidalgo. En cuanto a la mortalidad, para el 2017
se reportaron 97 defunciones por fiebre manchada de las montafias rocosas
(FMMR) a nivel nacional; el estado con mayor numero de defunciones fue Sonora
con 47, seguido de Baja California con 22, Chihuahua con 19, Coahuila y Durango
con 2. (DGE, 2018, 2019).

Rodriguez et al., 2023 concluyen que iniciar el tratamiento adecuado después de 72
horas del inicio de la fiebre podria ser un factor de riesgo importante de mortalidad.
La rickettsiosis de fiebre manchada es un problema de salud publica en diferentes
regiones de México, ya que el retraso en el diagnostico y el manejo inadecuado del
paciente, a pesar de contar un antibiético efectivo, contribuyen a las altas tasas de

letalidad, presentando un 57.6 % de mortalidad.

2.11. Factores de riesgo asociados a Ehrlichia spp.
La distribucién de las garrapatas y las enfermedades que transmiten han

incrementado en los Ultimos afios, debido a los cambios climaticos y a la adaptacién
del vector, son factores de riesgo importantes para que el vector este presente
(Almazéan et al., 2016). El proceso de incubacién de los huevos de Rhipicephalus
sanguineus depende principalmente de la temperatura y humedad ambiental, estas
condiciones climaticas hacen que la reproduccion de la garrapata sea mayor,
sumado a las condiciones de saneamiento de las viviendas rurales, la condicion del
estilo de vida del perro con acceso a la calle, son un factor de riesgo para padecer
Ehrlichia canis, esto se debe a que cuando un animal se encuentra fuera de su
hogar, entra en contacto con perros en condicién de calle, que por lo general estan
parasitados por garrapatas, aumentando el riesgo de infestacién; los criterios
epidemiolégicos como la vida en medio rural, contacto con algun perro parasitado,

incidencia estacional de julio a septiembre, zonas endémicas y ser un varon joven,
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son algunos de los factores de riesgo para esta infeccion (Olagorta et al. 2012).

Alvarez et al. (2015) mencionan tres modelos a considerar para factores de riesgo,
la amenaza del vector, la vulnerabilidad de los propietarios y la exposicion de los

animales con el vector (figura 1).
Amenaza

* Cambio
climatico

* Rezago soctal

* Politicas
sociales y de

salud
Exposicion Fiebre Vulnerabilidad
manchada
por
Rickettsia
* Denshdad del vector rickettsit
* Pobreza
* Dispoaibllidad de 8
hospederos Entorno

peridomiciliario
* Desconncimiento

.
colective: Nifos

- Riesgms * Grupos indigenas

Masifestacione

- Prevenclon

Figura 1. Modelo conceptual del riesgo de fiebre manchada por Rickettsia rickettsii
(Alvarez et al., 2015).

2.11.1 Localizacion de garrapatas Rhipicephalus sanguineus en el hogar

Como se ha mencionado, el habitat de la garrapata es peridoméstica, lo cual sugiere
gue el riesgo aumente al tener malas condiciones de higiene alrededor de las casas,
aungue también se pueden localizar dentro de las casas en alfombras, cortinas y
muebles (Dantas et al., 2006), lo cual aumenta el riesgo de exposicion a los
humanos y con ello la posibilidad de adquirir patdgenos transmitidos por estas
mismas (Demma et al., 2005).
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lll. HIPOTESIS

La presencia de Ehrlichia spp. en caninos en el municipio de Culiacan, Sinaloa,
México, esta asociada a la presencia del vector, nivel socioecondémico y sanitario

de los hogares de sectores con antecedente de rickettsiosis.
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V. OBJETIVOS

4.1. Objetivo general
Determinar la presencia de Ehrlichia spp. en caninos de hogares con propietarios

gue presentaron anticuerpos positivos a Rickettsia en Culiacan, Sinaloa, México y

relacionar los factores de riesgo asociados a la bacteria.

4.2. Objetivos especificos
1. Determinar la prevalencia a Ehrlichia spp. en perros domésticos mediante

identificacidon morfologica y molecular.

2. Determinar si la temperatura ambiental, humedad relativa, aspectos
socioecondmicos y sanitarios de los hogares son un factor de riesgo para el

contagio de esta bacteria.

3. Determinar si existe una asociacion entre los propietarios que presentaron

antecedentes a rickettsiosis y sus mascotas.

4. Determinar la relacién de la bacteria con los niveles de células sanguineas

en los perros.
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V. MATERIAL Y METODOS

5.1. Localizacién
Se realiz6 toma de muestras a caninos en diversas colonias de la ciudad de

Culiacéan, Sinaloa, México (figura 2), localizada entre los paralelos 24° 02’ y 25° 17’
de latitud norte; los meridianos 106° 52’ y 107°49’ de longitud oeste; altitud entre O
y 1800m. Con rango de temperatura de 18-26°C y rango de precipitacion de 400-
1100 mm., con clima seco muy célido y céalido (37.40%), (INEGI, 2019).

Google}

Irmagenes 82024 TerraMetrics, Datos del ma 02024 INEGI

Figura 2. Mapa del municipio de Culiacén, Sinaloa, con sindicaturas.
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5.2. Tipo de estudio
Observacional, transversal.

5.3. Tipo de muestreo y tamafo de la muestra
Se realizé toma de muestra de sangre a perros en sectores de la ciudad de Culiacan,

Sinaloa, dividiéndola en zona norte y zona sur, correspondientes a la parte urbana
con las siguientes colonias: San Benito, 5 de Febrero, Renato Vega, Barrancos y
Valle Alto. Y en la parte rural de esta misma con las siguientes sindicaturas: Colonia
Cafitas, Constituyentes, Renato Vega sindicatura de Costa Rica, Sindicatura
Campo Gobierno Il y Sindicatura Adolfo Sénchez Celis. (Figura 3).

Figura 3. Zonas del muestro en el Municipio de Culiacan, Sinaloa (INEGI, 2024).
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Estos domicilios se dividieron en la parte urbana de la ciudad de Culiacan, Sinaloa,
México en zona sur y norte, asi como su parte rural, donde estan marcados
pacientes humanos con diagndstico de rickettsiosis acorde a la base de datos que
la Secretaria de Salud del estado de Sinaloa proporciond, para asi obtener muestras
sanguineas en sectores localizados; tomando muestra de sangre a perros de la
misma calle de estos domicilios, y de preferencia a los que presentaron garrapatas
en el mismo sector, en condiciones no adecuadas consideradas factores de riesgo

0 con signos clinicos sospechosos provocados por Ehrlichia spp.

Las muestras de sangre se obtuvieron mediante la vena cefélica o yugular de cada
canino. Se recolecto de 3 a 5 ml de sangre en tubos al vacio con anticoagulante
EDTA, posteriormente se colocaron las muestras en un contenedor a temperatura
de 4 c° para su trasladado, las muestras se analizaron en el laboratorio de
Parasitologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad
Auténoma de Sinaloa, ubicada en Boulevard San Angel S/N Fraccionamiento San
Benito, Predio Las Coloradas, Culiacan, Sinaloa, México. Estas fueron procesadas
con extendido para su diagnéstico morfologico y se aplicO biometria hematica
completa a las muestras positivas, posterior a eso fueron congeladas en
refrigeradores a temperatura -20 °C hasta ser procesadas para la extraccion de
ADN, para finalmente procesar por prueba de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR).

El tamafio de la muestra fue a conveniencia con 105 muestras, todas ellas con
punto de referencia de personas con diagnéstico de rickettsiosis, por la Secretaria
de Salud de Sinaloa en su base de datos de los afios 2021,2022 y 2023.

5.4. Identificacién morfologica por frotis sanguineo
Una vez colocada la muestra de sangre en la laminilla, se realiz6 la extension, se

uso las indicaciones del fabricante de hemocolorante Hycel ®, para que una vez
secas las laminillas se pueda observar en microscopio optico con 100x (Gonzalez
et al., 2019). Para identificar las mérulas acorde a la morfologia a Ehrlichia spp. en

las células dianas que esta afecta. Para considerar resultados positivos de frotis
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sanguineos se considero positivo aquella laminilla que tuviera al menos, una mérula

de Ehrlichia spp.

5.5. Kit de Extraccion de ADN en perros:
Para su identificacién molecular el primer paso fue hacer extraccion de ADN a las

105 muestras de sangre, el cual se llevé acabo con el siguiente kit: QIAGEN-
Dneasy® Blood & Tissue Kit.Kit Quiagen siguiendo las instrucciones del proveedor

para la extraccion de ADN:

100 pL de sangre no nucleada en tubo Eppendorf de 1.5 ml
20 pl de proteinasa K (micropipetas .5-10 4 pipeteos).
Aforamos hasta 220 pl con PBS.

200 pl de Buffer AL (micropipetas 100-1000).

Vortex 10 seg.

Termoblock durante 10 min 56°C.

200 pl de etanol de 96 o 100% (Absoluto).

Vortex 10 seg.

La mezcla se pasa a las columnas.

10 Centrifugacion 8,000 (80) durante 1 min.
11.Cambiamos el tubo colector.

12.500 pl de Buffer AW1

13. Centrifugacion 8,000 (80) durante 1 min

14.500 pl de Buffer AW2

15. Centrifugacién 13,000 (130) durante 3 min.

16. Cambiamos el tubo colector por tubo Eppendorf.

17.50 ul Agua inyectable y dejar reposar por 5 min.

18. Centrifugacion 8,000 (80) durante 1 min.

19.50 ul Agua inyectable y dejar reposar por 5 min.

20. Centrifugacion 8,000 (80) durante 1 min.

21.Pasar de nuevo la muestra para filtrar de nuevo.

22. Centrifugacion 8,000 (80) durante 1 min.

23.Tapar y rotular.

24.Conservar membrana y tubo recolector.

25.Congelar -20°C hasta la preparacion del gel de agarosa.

©CoNoGOrwWNE

5.6. Oligonucle6tidos usados para Ehrlichia spp.
ECC: 5 AGA ACG AAC GCT GGC GGC AAG CC X

ECB: 5" CGT ATT ACC GCG GCT GCT GGC &
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5.7. Cuantificacion de ADN
Se midié cuantificacién de ADN con NAnoDrop™ One, teniendo en cuenta motivo

de exclusion la cuantificacion de ADN <16 ng/pL.
5.8. Metodologia de lareaccién en cadena de la polimerasa para (PCR)

Una vez obtenido el ADN y su cuantificacion se procedio a realizar el PCR con las

siguientes especificaciones:

Oligonucleétidos “ECC”: 5" AGA ACG AAC GCT GGC GGC AAG CC 3"y “ECB”: 57
CGT ATT ACC GCG GCT GCT GGC 3’ utilizando una mezcla de reaccion a 25 uL
(12.5 pL PCR Master Mix, 2 pL de cada oligonucleétido y 8.5 uL de ADN) esta fue
llevada a cabo en el termociclador (T100™ Thermar cycler, Bio Rad Laboratories)
bajo las siguientes condiciones de reaccion: desnaturalizacion a 94°C por 1 minuto,
seguida por 30 ciclos de alineacion a 55°C por 2 minutos y la extension a 72°C por
2 minutos; para observar el tamafo del fragmento amplificado a 480-pb
aproximadamente para la bacteria Ehrlichia spp. respectivamente en cada corrida
electroforética se incluyeron 16.5 pL del producto de PCR de cada muestra, los
correspondientes controles positivos y un marcador de tamafio de 1kb.; los geles
fueron observados en transiluminador de luz ultravioleta (UV) a 340 nm, para
identificar las bandas de ADN compatibles en tamafio con el fragmento de los genes
en estudio (Murphy et al., 1998; Huang et al., 2010; RojasTrivifio et al., 2013).

5.9. Analisis Estadisticos
Para los resultados de frotis sanguineos en la observacién al microscopio se

considerd positivo aquella laminilla que tuviera al menos, una mérula de Ehrlichia
spp., asi también los resultados a PCR, se resumieron en cuadros de contingencia
por factor y se analizaron para detectar la asociacion con la prueba de Ji cuadrada.

Se consider6 con diferencia estadistica significativa a los factores con una P<0.05.

Para determinar los factores de riesgo en los resultados se aplicé andlisis de
regresion logistica univariada, utilizando el programa estadistico Rstudio 2024,

usando el paquete estadistico EpiR.
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Para obtener la prevalencia de esta investigacion en ambas técnicas diagndsticas

se uso la formula:

at+b K
Donde:
a: La frecuencia con la que se ha presentado un evento durante algun periodo

especificado.
a + b: El nUmero de caninos expuesto al riesgo del evento durante el mismo periodo

K: Algan namero, como 10, 100, 1000, 10000 y 1000000 (Wayne, 2013).
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VI. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Resultados para frotis sanguineos
Como primer estudio de las muestras sanguineas, se realiz6 la técnica de frotis

sanguineo para la identificacion morfologica de la bacteria Ehrlichia spp. obtenidas
en las colonias del municipio de Culiacan, Sinaloa, México, tanto en la region
urbana, asi como en su zona rural (Cuadro 2). Donde se obtuvo un total de 105
muestras de sangre de caninos, los cuales se encontraban en domicilios cercanos
de las casas con diagnéstico de rickettsiosis en humanos, resultando 35 muestras
positivas en su diagnostico morfologico de Ehrlichia spp. (Figura 4), encontrando
una prevalencia para este estudio del 33.33%. Comparando con Alvarez et al.
(2017) en Barranquilla, Colombia, encontraron una prevalencia similar a Ehrlichia
con 33.00%, con un clima similar a la ciudad de Culiacéan, Sinaloa; de igual manera
Quijada et al. (2012), en Venezuela, observé una prevalencia de 34.78% para
Ehrlichia, esos muestreos fueron en zonas con clima propicio para el desarrollo del
vector Riphicephalus sanguineus, por lo que se puede decir que en ambos trabajos
el clima de las ciudades es similar, con condiciones cdlidas, idoneas para la
garrapata que es el vector para transmitir Ehrlichia spp.
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Cuadro 2. Resultados de frotis sanguineos como método de diagnadstico.

Colonia Localidad Total de  Ehrlichia Babesia Mycoplasma Filaria
muestras spp. spp. spp.

San Benito Culiacan 8 1 0 0 0

5 de febrero Culiacan 13 4 1 0 0

Renato Vega Culiacén 10 6 0 0 0

Benito Juarez Norte, Costa Rica, 7 3 1 0 0

Cafitas y Culiacan

Constituyentes

Renato Vega Costa Rica, 13 6 3 1 1
Culiacan

Barrancos Culiacan 10 4 1 0 0

Valle Alto Culiacan 6 1 1 0 0

Tamarindo Culiacan 12 3 4 0 0

Campo Gobierno |l Culiacan 13 1 5 0 0

Adolfo Sanchez Celis  Dorado, 13 6 7 0 2
Culiacan

Total de muestras 105 35 23 1 3

Figura 4. Mérulas de Ehrlichia spp. en monocitos.
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Ademas de identificar morfolégicamente a Ehrlichia spp. se encontré la presencia
de Babesia spp. con 23/105 muestras positivas a este protozoario, con una
prevalencia de 21.90% en este trabajo, asi como el hallazgo de Mycoplasma spp.
1/105 vy Filaria spp. 3/105. Dichos hallazgos también se asocian a los factores de
riesgo, ya que estos son patdgenos zoonoticos, y en el caso de Babesia spp.,
también encontramos como vector la garrapata Riphicephalus sanguineus. El
principal hallazgo referente a factores de riesgo, fue el mal estado de los caninos
con una alta presencia de la garrapata, principal vector de Ehrlichia spp.

6.2. Resultados por niveles celulares de los caninos
En este punto se realiz6 el conteo de células sanguineas, analizando el hematocrito

de las 105 muestras, de las 35 positivas en frotis sanguineo solo 11 de ellas salieron
con este valor bajo. Posteriormente, se hizo biometria hematica completa al azar,
buscando que el nivel de plaguetas fuera menor, resultaron 8 muestras bajas y asi
comprobar que la Ehrlichia spp. afecta a las plaquetas causando trombocitopenia
(cuadro 3).

Cuadro 3. Relacion positivos vs negativos con porcentaje de hematocrito y

plaquetas.
Negativo- Presencia de Plaquetas

ID Positivo garrapatas Hematocrito  Sexo X1079/L
1 Negativo No 40.00% Macho

2 Negativo Si 27.60% Macho

3 Negativo Si 50.00% Macho

4 Positivo Si 44.00% Macho

5 Negativo Si 41.60% Macho

6 Negativo No 44.06% Hembra

7 Negativo No 44.40% Macho

8 Negativo No 36.00% Macho

9 Positivo Si 40.00% Macho

10 Negativo No 47.61% Macho

11 Negativo No 20.31% Macho

12 Negativo Si 32.30% Hembra

13 Negativo No 42.85% Hembra

14 Negativo Si 37.28% Macho

15 Negativo No 47.69% Hembra

16 Negativo No 34.37% Hembra

17 Negativo No 30.50% Hembra
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18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62

Negativo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo
Positivo
Negativo
Negativo
Positivo
Negativo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo
Positivo
Positivo
Negativo
Negativo
Positivo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo
Negativo

Si
Si
Si
Si
No
Si
Si
Si
Si
No
No
Si
No
No
No
Si
Si
No
No
No
No
Si
Si
Si
Si
No
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
Si
No
Si
Si
No
No
Si
No

23.80%
40.62%
41.93%
50.81%
39.78%
38.14%
45.00%
41.17%
33.33%
42.85%
38.40%
30.60%
52.38%
65.67%
45.00%
37.09%
22.58%
37.93%
33.87%
39.68%
36.00%
14.75%
37.28%
26.66%
38.70%
27.58%
33.89%
16.39%
20.68%
15.00%
29.50%
17.54%
33.59%
49.45%
52.36%
56.03%
52.30%
62.29%
31.03%
38.83%
30.50%
49.00%
24.59%
27.94%
52.30%

Macho
Macho
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Macho
Hembra
Hembra
Macho
Macho
Macho
Hembra
Hembra
Macho
Macho
Macho
Hembra
Macho
Macho
Hembra
Hembra
Macho
Hembra
Macho
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra
Macho
Macho
Hembra
Macho
Hembra
Hembra
Macho
Macho
Hembra
Macho
Macho
Hembra
Hembra
Hembra
Hembra

112

80

100
140

104

130

51

100

122
134

94
166
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63
64
65
66
67
68
69
70
71
72
73
74
75
76
77
78
79
80
81
82
83
84
85
86
87
88
89
90
91
92
93
94
95
96
97
98
99
100
101
102
103
104
105

Negativo
Negativo
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Negativo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Negativo
Positivo
Positivo
Negativo

No
Si
Si
Si
Si
Si
No
Si
Si
No
Si
Si
No
No
Si
Si
No
No
Si
Si
Si
No
No
No
No
No
No
No
No
No
No
Si
Si
No
No
No
Si
Si
Si
No
No
No
No

53.30%
52.70%
38.18%
33.82%
38.88%
36.66%
30.64%
24.59%
40.38%
37.25%
34.92%
28.07%
41.17%
46.55%
43.90%
34.90%
39.50%
33.33%
14.00%
12.50%
33.33%
29.62%
35.08%
35.59%
37.28%
29.50%
44.64%
35.59%
42.62%
37.93%
35.48%
33.87%
61.11%
28.12%
38.70%
44.26%
32.25%
30.23%
51.02%
23.43%
44.82%
29.68%
40.32%

Macho
Macho
Macho
Hembra
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Hembra
Hembra
Macho
Macho
Macho
Macho
Macho
Hembra
Macho
Macho
Macho
Macho
Hembra
Macho
Macho
Hembra
Hembra
Macho
Macho
Hembra
Hembra
Macho
Hembra
Macho
Hembra
Macho
Macho
Macho
Hembra
Hembra

257
205

304

144

67

411
144

122

61
142
161

87
133

325
201

203
92
371
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Continuando con el andlisis del diagnéstico morfolégico mediante frotis sanguino,
se midieron 13 variables de interés, considerados factores de riesgo, con el paquete
estadistico R studio (2024). De las cuales, dos resultaron con asociacion: Donde

duerme el canino y el canino tiene acceso libre a la calle (cuadro 4).

Cuadro 4. Analisis de resultados de la técnica de frotis sanguineo con las variables

de interés aplicando Ji-cuadrada, con significancia de P<0.05

Factor de riesgo Valor de P
Sexo del canino 0.1078
Presencia de garrapatas 0.0827
Donde duerme el canino 0.0032
Tipo de suelo donde habita el canino 0.445
El canino tiene acceso ala calle 0.030
Desechos en el exterior de la vivienda 1
Estado de salud del canino 0.1084
Hay personas < de 18 afios 1

Nivel socioeconomico 0.3766
Nivel académico del propietario 0.4189
Conocimiento del vector 0.585
Ocupacioén del propietario 0.2325
Se pasea el canino 0.196

La clasificacion de los factores de riesgo en el andlisis de Ji cuadrada para su
asociacion, se ve reflejado en los resultados (Cuadro 5). Una vez obtenida la
asociacion se realiz6 un estudio de analisis de regresion logistica univariado,
mostrando como resultado un riesgo 4.89 veces mayor de que el canino tenga
Ehrlichia spp. si tiene acceso libre a la calle. Asi mismo, el factor de riesgo “dénde

duerme el canino”, no marco un riesgo, pero es similar al que si marco como un
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factor de riesgo, el cual fue dormir en un area de libre acceso para los vectores y

otros caninos.

Cuadro 5. Odds ratios de frotis sanguineo para los factores de riesgo asociados a
donde duerme el canino y acceso libre a la calle.

Factor de riesgo Odd ratio IC 95% Valor de p

Donde duerme el canino
Casa Referencia

Calle 1.22 0.50-2.97 0.824

Acceso libre a calle
No Referencia

Si 4.89 1.06-22.63 0.030

Este andlisis coincide con un estudio realizado en la zona de la Comarca Lagunera
de México por Zazueta et al. (2017), donde se identificdé que los perros domésticos
y habitantes de areas peridomésticas con acceso libre a la calle, son una fuente
significativa de garrapatas infectadas, representando riesgo tanto para los caninos

COMo para sus propietarios.
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Carril

Posteriormente para el analisis molecular, se obtuvieron 32 muestras amplificadas
con el fragmento de 480 pb (Figura 5) consideradas como positivas, dando una
prevalencia para esta investigacion de 43.83% de Ehrlichia spp. en sangre de

caninos con procedencia de propietarios con antecedente a rickettsiosis.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14

Figura 5. Gel de agarosa. Carril 1: marcador 100 pares de base (pb). Carril 2: control

negativo. Carriles 3-13: muestras. Carril 14: control positivo.

Se realiz6 andlisis de Ji cuadrada con las variables de interés para ver sus
asociaciones considerando P<0.05, las cuales fueron: tipo de suelo donde habita el
canino con P= 0.0334, desechos en el exterior de la vivienda P= 0.0058, estado de

salud del canino P=0.0106 y conocimiento del vector P= 0.0468 (Cuadro 6).
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Cuadro 6. Andlisis de resultados con la técnica de PCR de las variables de interés

aplicando Ji-cuadrada, donde se observa asociacion en las variables: Tipo de suelo

donde habita el canino y desechos en el exterior de la vivienda.

Factor de riesgo Valor de P
Sexo del canino 0.2802
Presencia de garrapatas 0.5456
Donde duerme el canino 0.9812
Tipo de suelo donde habita el canino 0.0334
El canino tiene acceso a la calle 0.154
Desechos en el exterior de la vivienda 0.0058
Estado de salud del canino 0.0106
Hay personas < de 18 afios 1

Nivel socioeconomico 0.1647
Nivel académico del propietario 0.0841
Conocimiento del vector 0.0468
Ocupacion del propietario 0.2802
Se pasea el canino 0.644

Para seguir con el analisis se midieron los factores de riesgo dando como resultado

gue es 3.11 veces mas probable que el canino adquiera la bacteria por el suelo de

tierra donde habita; asi como hay 4.67 veces mas probabilidad de que se contagie

con Ehrlichia spp. si hay desechos de basura en el exterior de las viviendas (Cuadro

7).

30



Cuadro 7. Odds ratio de PCR para los factores de riesgo asociados al tipo de suelo
e higiene en el hogar en muestras de caninos en Culiacan, Sinaloa.

Factor de riesgo Odd ratio IC 95% Valor de p

Tipo de suelo
Firme Referencia

Tierra 3.11 1.18-8.19 0.031

Desechos en exterior
No Referencia

Si 4.67 1.65-13.21 0.003

Martinez y colaboradores (2019) analizaron garrapatas Riphicephalus sanguineus
de perros de comunidades rurales donde el tipo de suelo es principalmente para
uso de actividades agropecuarias y para asentamientos urbanos, por lo cual los
caninos tiene acceso libre al exterior; ellos encontraron un (25%, 3/12) garrapatas
positivas para Rickettsia spp. con el diagnostico de PCR, mencionan también que
los desperdicios organicos e inorganicos y carencias en medidas de higiene en los
hogares, son un factor para que este vector este presente, tales situaciones son
semejantes a lo que se encontro en los resultados del presente estudio en la ciudad
de Culiacén, Sinaloa, México, que el tipo de suelo y los desechos en el exterior de
las viviendas son un factor de riesgo para que el vector Riphicephalus sanguineus
esté presente y transmita la infeccion, tanto para los caninos como para los

habitantes humanos de esas zonas (Figura 6).

Asi como se observo un Odd ratio de 1.25 veces mas probable que el estado de
salud del canino influya para tener presente la bacteria, aunque esta variable no
representd un riesgo para contagiarse, el simple hecho de estar vulnerable o
inmunocomprometido, se convierte en un potencial idéneo para que el vector entre

en contacto con él y lo infecte.
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Por otra parte, el desconocimiento acerca de las patologias que pueden transmitir
los vectores tanto para sus mascotas, como para los propietarios mismos, aumenta

3.77 veces mas, el riesgo de padecer Ehrlichia spp. (cuadro 8).

Cuadro 8. Odd ratio de PCR para los factores de riesgo asociados al estado de
salud del canino y conocimiento de las enfermedades que transmite el vector.

Factor de riesgo Odd ratio IC 95% Valor de p

Estado de salud del canino
Bueno Referencia

Malo 1.25 0.49-3.16 0.0106

Conocimiento acerca del vector
Si Referencia

No 3.77 1.15-12.35 0.044

Esta investigacion coincide con Septfons et al. (2021), los cuales en su
investigacion demuestran que una mayor conciencia y conocimiento sobre las
garrapatas y las enfermedades que transmiten pueden llevar a mejores medidas
preventivas y afirman que la falta de informacién puede aumentar el riesgo de
enfermedad. Sidhik et al. (2024), realizaron una encuesta a 499 miembros de una
comunidad de area marginada de la India, donde el 65.7% de ellos estan expuestos
regularmente a picaduras de garrapatas y el 52.6% de ellos no tomaban
precauciones al desconocer las consecuencias que podrian tener ser picados por
una garrapata infectada. Beck et al. (2022), realizaron 2713 encuestas en el alto
medio oeste de Estados Unidos de América, ellos encontraron que los participantes
del estudio percibian que las enfermedades transmitidas por garrapatas eran muy
comunes en sus comunidades y por lo tanto, tenian mas probabilidades de realizar
medidas preventivas contra garrapatas en comparacion con los participantes que
no consideraban comunes estas enfermedades con un OR de 2.5 IC del 95 %: (1,7-
3,7).
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Figura 6. Condiciones de las viviendas, consideradas factores de riesgos.

33



VIl. CONCLUSIONES

Las condiciones de vida en los hogares de las zonas urbanas y rurales de Culiacan,
Sinaloa, México, reflejan problemas de salud que afectan a sus habitantes. En
comunidades con antecedentes de personas diagnosticadas con rickettsiosis, se
ven afectadas por problemas de sanidad. Se encontré6 una prevalencia en este
estudio, del 33.33% del diagnostico morfolégico de Ehrlichia spp., mientas que el
diagnéstico molecular arrojé una prevalencia de 43.83% para esta investigacion.
Esto demuestra la importancia de comprender cémo el entorno puede afectar la
salud de las personas y sus mascotas.

El estudio revela que el acceso libre de los perros a la calle facilita que se parasiten
de garrapatas, que son los vectores de la enfermedad. Ademas, la acumulacién de
basura y el tipo de suelo también aumentan el riesgo de infeccion. Conocer estos
factores es crucial, ya que demuestra como la salud de los animales y de las

personas esta conectada.

Un punto muy importante que surgié en esta investigacion, es el desconocimiento
sobre las enfermedades que pueden transmitir estos vectores. Esta falta de
informacion no solo afecta a las mascotas, sino también a sus duefios, por ello, es

vital concientizar a la comunidad.

Se sugiere llevar a cabo campanas informativas en las colonias urbanas y rurales
sobre las enfermedades que pueden ser causadas por garrapatas, especialmente
Rhipicephalus sanguineus, que es la principal portadora de Ehrlichia spp., al
aumentar el conocimiento sobre estos temas, podemos ayudar a prevenir la
propagacion de estas enfermedades y proteger la salud de los perros y de sus

propietarios, aplicando el modelo de una sola salud.
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IX. ANEXOS

Encuestas para medir factores de riesgo

Fecha de solicitud:

Nombre del propietario:

Domicilio:

¢ Oficio?

¢realiza actividades al aire libre?

Nombre de la mascota:

Cantidad de mascotas:

Universidad Auténoma de Sinaloa

Maestria en Ciencias Agropecuarias

Encuesta para proyecto de investigacion

HOJA DE REGISTRO

Si No ¢Cuéles?
Raza: Sexo:
caninos:

¢Han presentado garrapatas? Si No

¢Estado de salud del perro? Malo Bueno Excelente

¢, Qué signos han desarrollado? Anorexia Caquexia Fiebre Epistaxis Depresion

Edad:

¢Cuando fue la tltima vez de un tx preventivo? 1 mes 3 meses 6 meses 1 afio nunca

¢, Se pasea? Si

No

¢En dénde?

¢ Tiene acceso alacalle? Si No

¢.Donde duerme? Patio Cochera Calle Dentro de casa

¢Tipo de suelo de donde habita el perro? Piso firme vitropiso tierra zacate

éperros vecinos? Si no

Habitos de
higiene

siempre

Casi siempre

Casi nunca

Nunca

Hogar limpio

Chatarra en
exterior

Bafia a sus
perros

Los revisa

¢Cuanta con servicio médico? Si No

comercial

¢Cual? Imss isste s.popular privado SS. Farmacia

¢han presentado otros sintomas los integrantes de la familia?

¢acude al médico? Si No

Jtomo tx? Si No Cual:

¢Nivel socioeconémico?
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Hoja Clinica de Recoleccion de datos

Datos generales del propietario y la localidad Fecha

Nombre completo

Domicilio

Cantidad de personas en la vivienda
Presencia de garrapatas  Nula Esporadicamente  Mucha

Incremento de garrapatas primavera verano otofio invierno

¢Sabe usted de las enfermedades que transmite las garrapatas? Si

Fotografia de la

NoO vivienda

Nivel académico Sininstruccion Primaria Secundaria Preparatoria Universidad

Autorizo latoma de muestras biolégicas para el estudio de la salud de la mascota

Nombre y firma o huella digital

Datos generales del canino

Identificacion Edad

Raza Sexo

Cantidad de caninos en el hogar
Frecuencia con la de desparasita al canino
Tratamiento utilizado

Ultima vez de desparasitacion externa

Fotografia del paciente
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Exploraciéon Canina

Membranas Mucosas Normal Ictericia Cianética Hiperémica

Condicién corporal Caquéxico Bajode peso Normal Sobre peso Obeso
Estado de conciencia Alertay responsivo  Depresion Delirio  Estupor Coma
Tiempo de llenado capilar (Ref. 1.5)

Turgencia cutanea 1segundo de 5 a 12segundos

Pulso Fuerte, lleno, correspondiente Débil

Temperatura (Ref. 38.5°C - 39°C)

Tos Si No Debilidad Si No Cianosis Si No Intolerancia al ejercicio Si  No

Fatiga Si No Sincope Si No Disnea Si No

Muestra sanguinea tomada de Vena yugular Vena cefalica

Notas:
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Condiciones sanitarias de las viviendas y caninos con acceso libre
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Extraccion ADN Elaboracién de PCR
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Geles de agarosa con muestras positivas
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