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1. RESUMEN

Las enfermedades que son transmitidas por garrapatas han alcanzado niveles epidemioldgicos altos en
algunas zonas geograficas como Europa y los Estados Unidos, en nuestro pais desde principios de los
90’s se tenian reportes como es el caso de la enfermedad de Lyme, también los casos de erliquiosis
canina se incrementaron, a diferencia de la presencia de la erliquiosis humana la cual ha sido
recientemente diagnosticada, sin embargo, dentro del ciclo bioldgico de cada patdégeno se encuentran
inmersos varios factores como la fauna existente en el drea y los vectores endémicos que habitan el
lugar en donde algunos de ellos pueden tener una alta posibilidad para diseminar microorganismos. En
este trabajo utilizamos la metodologia de la PCR para determinar la incidencia de Borrelia burgdorferi,
Ehrlichia canis y Ehrlichia chaffeensis en 400 garrapatas, encontrandose que el género Rhipicephalus
spp tienen la capacidad de albergar y transmitir a diversos agentes patdgenos. Ehrlichia canis es el
agente causal de la erliquiosis canina, enfermedad altamente distribuida en el mundo y su principal
vector es la garrapata café del perro, en este trabajo encontramos una proporcién significativa de este
vector para la transmisién de diferentes bacterias, encontrando hasta 3 en una misma garrapata, asi
como la presencia de Ehrlichia chaffeensis en este género de artrépodo dando un giro inesperado
debido a que es el primer reporte de la presencia de este microorganismo y ademads, es el primero en
reportar a Borrelia burgdorferi en Rhipicephalus boophilus microplus en nuestro pais y en nuestro

estado.



2. INTRODUCCION

Las enfermedades zoonoéticas poseen la cualidad de establecerse en algunos mamiferos y aves con la
ayuda de vectores hematéfagos los cuales influyen en su diseminacién geografica, debido a las
condiciones climdticas y el establecimiento de factores como fauna que interviene en el ciclo bioldgico
de las enfermedades al ser parasitados por las fases larvarias de estos vectores. La borreliosis de Lyme,
la erliquiosis monocitica canina y la erliquiosis granulocitica en humanos son enfermedades que son
consideradas emergentes en ciertas poblaciones y localidades geograficas y por su severidad patoldgica
son de suma importancia en la salud piblica. La presencia de factores determinantes como el clima,
fauna endémica, zonas boscosas cercanas que desarrollan un incremento en la presencia y prevalencia
de vectores hematéfagos ha preponderado directamente la incidencia de patologias debido a la
inoculacién de bacterias a través de estos portadores. Borrelia burgdorferi y Ehrlichia chaffeensis son
microorganismos que han sido reportados en los vectores y pacientes de diferentes latitudes como
Estados Unidos, Europa (Rudenko, et al., 2013) o México (Gordillo, et al., 1999) y Ehrlichia canis

ha sido reportada en varios paises latinoamericanos como México y Venezuela.

Reportes cientificos han constatado la aparicion de enfermedades infecciosas que son trasmitidas por la
inoculacién de bacterias, rickettsias, protozoarios y virus a través de vectores hematéfagos, estos
artrépodos e insectos al infestar animales enfermos adquieren microorganismos incluso en etapas muy
tempranas y al continuar su ciclo migran a otros individuos de especies diferentes, transfiriéndolos a
nuevos hospederos donde facilmente se adaptan sus mecanismos fisiolégicos e inmunolégicos
logrando su replicacion.

Padecimientos como la enfermedad de Lyme (Tamez., 1994), enfermedad de las montafias rocallosas,
anaplasmosis granulocitica, enfermedad por rasguiio de gato, babesiosis, erliquiosis (Perez, Bodor,

Zhang, Xiong, & Rikihisa, 2006; Smetanova, Schwarzova, & Kocianova, 2006) tularemia (Petersen,



et al.,, 2004), son solo algunas que se han convertido en patologias zoondticas transmitidas por
inoculacion de garrapatas con mayor incidencia en el mundo. Trabajos de diversos autores han
comprobado que a partir de la transmision de los agentes etioldgicos éstos pueden permanecer en piel
desplazdndose a distintos 6rganos. En el caso de Borrelia burgdorferi, provoca lesiones de tipo
inmuno-inflamatorio produciendo un proceso que anteriormente se conocia como eritema crénico
migratorio o ECM y actualmente es denominado ojo de toro (Bull’s eye). Este signo patognoménico es
considerado como el inicio de la enfermedad, (Gordillo-Perez, et al., 2007). Esta patologia puede
evolucionar a formas muy graves neuroldgicas y en el 60% de los pacientes sin tratamiento
evolucionan al estadio crénico provocando secuelas e incapacidad, y en un porcentaje puede provocar
la muerte (Eskow, Rao, & Mordechai, 2001) debido a que compromete 6rganos y sistemas como el
nervioso central, 0jos, corazén y rifones, (Tamez Gonzilez Roberto, 1992); en nuestro pais se han
diagnosticado numerosos casos a lo largo de los dltimos 20 afos, cuando comenzaron las primeras
investigaciones para reconocer su presencia en México (Carlos M. Arroyave, 1994). Actualmente
existen diversos investigadores que se han abocado a sefializar la presencia de este padecimiento en
nuestro pafs, mas sin embargo han pasado por alto a la fauna silvestre (Juricova & Hubalek, 2009),
incluyendo y la fauna propia de ciudad, (Gal, et al., 2007), como transporte vectorial de garrapatas
portadoras de microorganismos, (Illoldi-Rangel, et al., 2012). Ya se han reportado en nuestro pais
gracias a estudios epidemioldgicos, (Gordillo-Perez, et al., 2009) y al empleo de nuevas técnicas
diagnésticas de laboratorio. Debido a que los vectores de estos padecimientos requieren un ciclo
bioldgico estacional y condiciones climaticas 6ptimas que solo en ciertas regiones geograficas estan
presentes, en México debemos estar alerta ya que al compartir frontera geogréfica con Estados Unidos,
(Billings, Rawlings, & Walker, 1998) donde se han estudiado frecuencias y se ha confirmado la
presencia en hospederos silvestres y diferentes vectores los cuales son incluidos en la diseminacién de
éstas infecciones, se sabe que las fases inmaduras de garrapatas como las larvas y ninfas pueden ser

transportadas a latitudes distantes del origen endémico de los padecimientos al infestar aves



migratorias (Duneau, et al., 2008), (Reed, Meece, Henkel, & Shukla, 2003) y alcanzar la fase adulta ya
en territorio ajeno a su lugar de eclosion y propagar los agentes infecciosos en fauna silvestre, animales
domésticos y el ser humano. La finalidad de este trabajo fue determinar la presencia de los patdgenos
Borrelia burgdorferi, Ehrlichia canis y Ehrlichia chaffeensis y determinar su distribucién en el
municipio de Monterey para contar con un antecedente que permita la toma de decisiones y estar

preparados para posibles brotes futuros en nuestro pais.



3. ANTECEDENTES

3.1. Enfermedad de Lyme.

Una de las mas populares enfermedades que son transmitidas por garrapatas y que ha tomado auge en
la dltima década es la borreliosis de Lyme que ha tomado gran importancia por su extensa distribucién
y la gravedad de sus manifestaciones clinicas. Desde su descripcion a principios de 1975 por el Dr.
Alan Steere, (Steere, et al., 1977) y el aislamiento de su agente etioldgico, la espiroqueta denominada
Borrelia burgdorferi, (Burgdorfer, et al., 1982), la enfermedad de Lyme se ha convertido en la
infecciéon transmitida por artrépodos mds frecuentemente diagnosticada en Estados Unidos,
registrdndose mds de 15.000 afecciones anuales, (Orloski, Hayes, Campbell, & Dennis, 2000), en
Europa se ha vuelto también una patologia recurrente en los diagndsticos, estimando su prevalencia en
50.000 casos cada afio, (O'Connell, Granstrom, Gray, & Stanek, 1998).

Algunos padecimientos relacionados a la espiroquetosis de Lyme se tienen reportados desde principios
de siglo pasado donde en el continente Europeo, (Leczinsky, 1951) se encontraron lesiones aparentes
de eritema crénico migratorio, (Bruder, 1950). Décadas posteriores en los Estados Unidos un grupo de
médicos encontrd artritis oligoarticular en un grupo de nifios y adultos en una pequefia comunidad
llamada Lyme en el estado de Connecticut, quedando denominada asi la enfermedad por estos primeros
casos (Steere, et al., 1977); durante el ano de 1978 se encontrd la asociacién entre la enfermedad de
Lyme y la garrapata Ixodes dammini clasificada en ese momento como Ixodes scapularis, (Carey,
Krinsky, & Main, 1980), (Wallis, Brown, Kloter, & Main, 1978), (Steere, Broderick, & Malawista,
1978), (Steere & Malawista, 1979). Durante los inicios de la década de los 807s el entomdlogo Suizo
Willy Burgdorfer quien realizaba investigaciones con enfermedades por Borrelias transmitidas por
garrapatas, identificd y clasificdé a Borrelia burgdorferi como la causante de este fendmeno
epidemioldgico y otorgdndole su apellido en su clasificacion taxondmica, en la misma década se logra
aislarla de muestras de cerebro, liquido cefalorraquideo, piel y a partir de garrapatas tanto en estadio de

ninfas como en adultas. (Steere, et al., 1983). Posteriormente se incrementd la investigacién para



encontrar a diversos hospederos confirmando que no solo el humano era portador de la bacteria,
corrobordndose por estudios epidemioldgicos a los venados (Schulze, et al., 1984), roedores
(Donahue, Piesman, & Spielman, 1987), perros (Magnarelli, Anderson, & Schreier, 1990), gatos (May,
Bennett, & Carter, 1990), caballos (Burgess, 1988) , aves (J. F. Anderson, Johnson, Magnarelli, &
Hyde, 1986), bovinos (Lischer, Leutenegger, Braun, & Lutz, 2000) y larvas de I. scapularis antes
Ixodes dammini, (J. F. Anderson, Duray, & Magnarelli, 1990) también como portadores.

Aunque se ha demostrado la presencia la espiroqueta en un gran niimero de animales, como las ovejas
(Hovmark, Asbrink, Schwan, Hederstedt, & Christensson, 1986), no se habia tomado en cuenta a los
animales no domésticos quienes se conoce ahora que juegan uno de los papeles mis importantes en su
diseminacién, participando en el ciclo silvestre de la enfermedad, situacién que ha sido confirmada
atraves del aislamiento de este patdgeno en los diversos vectores. En nuestro pais existen diversos
estudios que han demostrado la presencia de Borrelia en diversos estados de México, (Feria-Arroyo,
et al.,, 2014). En nuestra localidad desde principios de la década de los noventas se reportaron los
primeros casos (Arroyave, 1994; Tamez-Gonzalez Roberto, 1992 ). Los agentes causantes de las
enfermedades catalogadas como zoondticas han estado presentes desde afios atrds en la fauna silvestre
y animales que comparten hdbitat con los humanos, incluso en los vectores que las transmiten,
(Anguita, Hedrick, & Fikrig, 2003). Debido a que geograficamente estamos situados en zona aledafia a
cadenas montafiosas y dentro de su ecosistema donde se lleva a cabo una interaccidn entre diferentes
especies animales cuyos recorridos para conseguir alimento y agua pudiendo llegar a grandes
distancias, las llegadas de aves migratorias también han sido reportadas en estos lugares. (Ogden, et al.,
2008).

Estos factores dan lugar a una mezcla favorable de individuos que son portadores asintomaticos
(Yabsley, Nims, Savage, & Durden, 2009) y sintomédticos de distintas entidades microbioldgicas.

Estudios recientes han encontrado prevalencias de diversos padecimientos que tienen como origen la



transmision via ardcnidos hematéfagos y que con el paso de los afios han aumentado en su incidencia,

(Galaviz-Silva, Perez-Trevino, & Molina-Garza, 2013).

3.2. Caracteristicas clinicas de la enfermedad de Lyme

La Enfermedad de Lyme es un padecimiento que tiene un desarrollo multisistémico, cuando Borrelia
burgdorferi ingresa al organismo tiene una patogenia alternativa, quizd a que la principal via de ingreso
al hospedero es la cutdnea donde la inoculaciéon hemat6faga es la que tiene el porcentaje mds alto para
ocasionar la infeccion, (Berger, Johnson, Kodner, & Coleman, 1992) sin embargo la via sexual ya es
considerada otra forma de adquisicién de la espiroqueta, (Puri, Shah, Julu, Kingston, & Monro, 2014).
Cuando la entrada es por piel la capacidad de atravesar tejido dérmico para llegar a sistema linfatico o
sanguineo es una de las capacidades que ofrece la estructura helicoidal de B. burgdorferi, (Wetter &
Ruff, 2011).

El eritema crénico migratorio que también se ha llamado recientemente Bull’s eye siendo este es el
principal signo patonogmonico de la enfermedad de Lyme (Willenberg, Stanga, Cottagnoud, & Stucki,
2006) més sin embargo en algunos casos la infeccién inicial causa zonas pruriginosas, dolor de cabeza,
fiebre y fatiga o un cuadro de tipo gripal con malestar en el cuello, semanas mds tarde si no se ha
realizado un diagndstico preciso y sin tratamiento se presenta y artritis, en casos severos de la
persistencia bacteriana se presenta cuadros neurolégicos como la cldsica pardlisis de Bell (Bremell &
Hagberg, 2011) y afecciones cardiacas como palpitaciones (Wenger, Pellaton, Bruchez, & Schlapfer,
2012) o bloqueo de los nodos (Levy & Duray, 1988), desordenes en la memoria, del suefio, hormigueo
en manos o pies, (Badalian, Kravchuk, Sergovskaia, Belousova, & Minina, 1994) pero recientes
estudios han comprobado que la inoculacién es tan solo una de las diferentes formas por las cuales
puede ser adquirida Lyme, la infeccidon transplacentaria, el contacto con fluidos vaginal y seminal,

(Middelveen-Marianne J., 2015).



El padecimiento ocasionado por Borrelia burgdorferi tiene antecedentes desconcentrarte ya que en
recientes hallazgos en un hombre momificado de aproximadamente 45 afios con una antigiiedad de
5300 anos, que fue encontrado en el este de los Alpes en el afio de 1991, dicho individuo se le bautizo
con el nombre de Otzi el hombre de hielo y cuando se analizé el ADN mitocondrial se encontré la
presencia de algunas bacterias entre las cuales se exhibié a B. burgdorferi. Esto respalda que el origen
de esta enfermedad no es del continente americano sino mds bien Europeo. (Kean, Tocchio, Kean, &

Rainsford, 2013).

3.3. Agente etiologico: Borrelia burgdorferi sensu lato

Conforme a la taxonomia que presenta el género Borrelia y a su estudio gendmico existen variantes en
cuanto a las secuencias del su ADN esto quizé se deba a las modificaciones evolutivas que ha sufrido
en la adaptacion a los diferentes hospederos y vectores con los que realiza sinergismo para encontrar
un ciclo biolégico ideal, (Adaszek, et al., 2014) dentro de la gama diversa de este género encontramos
alrededor de 47 especies que algunas de ellas han sido clasificadas segtn a su localizacién geogréfica y
de acuerdo con la sintomatologia que producen ha sido incluidas en el complejo de la enfermedad de
Lyme o catalogadas individualmente como generadoras de patologias diversas, (Adeolu & Gupta,
2014). Borrelia burgdorferi presenta una serie de proteinas de superficie que son especificas de su
género. Estudios han encontrado 48 genotipos de Borrelia ha sido catalogada en tres grupos. La
técnica molecular de la enzima S1 nucleasa ha derivado en que la cepa referencia es ATCC 35210 de
la cual se han encontrado que existen 3 grupos de Borrelia, genéticamente similares por un gen de
restrictivo en su ARN ribosomal el cual presentan las especies agrupada, algunas genoespecies han
sido aisladas del continente Americano, especificamente en los Estados Unidos donde alrededor de 28
aislados bacterianos han sido consideradas solamente como pertenecientes a la causante de

Enfermedad de Lyme y clasificadas en el grupo I, el grupo Il que se ha encontrado en tierras europeas,



cuyo origen de especie es Borrelia garinii (G25) y el dltimo hasta el momento es el grupo III que se
basa en la gendmica de B. afzelii (VS461), (Marconi & Garon, 1992).

3.4. Morfologia, microbiologia y secuencia génica.

3.4.1 Morfologia

Las bacterias del genero Borrelia son unicelulares de forma helicoidal, presentando un cilindro de su
membrana externa que posee de 3 a 10 giros protoplasmaéticos, flexibles, aunque puede llegar hasta 30
espirales, separadas unas de otras de 2 a 4 um., miden entre 10 y 30 um de longitud y 0,2-0,3 um de
diametro. Poseen de 15 a 20 flagelos peripldsmicos los cuales le dan sostenibilidad en ciertos tejidos,
también llamados fibrillas axiales, fibrillas peripldsmicas o endoflagelos, dirigidos hacia el centro de la
célula donde se superponen; estas estructuras son las responsables de su activa y caracteristica
movilidad de rotacién en contra de las manecillas del reloj, (Salazar, Rothemich, Drouin, Glickstein, &
Steere, 2005), (Krupka, et al., 2007). Borrelia burgdorferi tiene algunas cualidades morfoldgicas que
se han descubierto en recientes investigaciones como modificarse a forma de quiste, biofilms, y
algunas otras que nos son frecuentes en la espiroquetas, (Miklossy, et al., 2008), (Brorson & Brorson,
1998).

B. burgdorferi es catalogado como el agente causal de la borreliosis de Lyme es una bacteria que
pertenece al orden de las Spirochaetales, dentro de la familia Spirochaetaceae incluida en el género
Borrelia. Actualmente la taxonomia de este patégeno ha sido modificado debido a la gama amplia que
se ha hallado y a que una variedad de este género comparten similitudes genéticas entre si, B.
burgdorferi es un bacilo de constitucion larga de forma helicoidal y conforme a ser perteneciente a las
espiroquetas este patdgeno presentan los caracteristicos flagelos de las treponemas, con 7 de ellos que
se hallan en su capa de peptidoglicana y la membrana externa. Por su metabolismo anaerobio se ha
comprobado que pueden penetrar tejidos donde a las células propias del sistema inmunitario les es
dificil de llegar encontrando diversas vias de adaptacién y de evadir la respuesta inmune y la accién de

sus células defensoras modificando su estructura nuclear y protoplasmadtica al cambiar de la forma



conocida que es la de espiroqueta a quiste o granulo, aglomerados o biofilms, conformaciones de

anillos, esférulas o asteriscos (Miklossy, et al., 2008).

3.4.2. Microbiologia

La estructura de su envoltura es similar a las bacterias Gram negativas, donde la tinica excepcion es
que carecen de lipopolisacdridos, sin embargo presentan abundantes lipoproteinas (Krupka et al.,
2007). El empleo de diferentes técnicas de microscopia para su observacién como el de campo oscuro,
También pueden ser reconocidas por microscopio de luz al emplear los colorantes habituales de
hematologia, las tinciones de Giemsa, Wright y la impregnacién con sales de plata (Agiiero-Rosenfeld
et al., 2005; Brooks et al., 2007). La Espiroqueta del complejo Lyme es un patégeno con un
comportamiento anaerobio la cual prefiere estar en lugares donde hay la minima cantidad de oxigeno,
su capacidad replicativa fuera de un hospedero vertebrado se ve comprometida debido a que carece de
algunos nutrientes bdsicos para ello, es por eso que esta espiroqueta crece en medios altamente
nutritivos y en condiciones muy especificas como el Barbour-Stonner-Pettenkofer (Veinovic, Cerar,

Strle, & Ruzic-Sabljic, 2014), antes denominada BSK I (Andiman, 1986).

3.4.3. Secuencia génica

La secuencia génica de B. burgdorferi sensu lato, es de tamafio pequefio lo cual expresas que su
metabolismo depende de un mecanismo de tipo parasitario obligado intracelular. En él falta la
maquinaria reconocida convencionalmente para la sintesis de nucledtidos, aminoacidos, acidos grasos
y cofactores enzimaticos, los que tiene que obtener del hospedero, y por eso para su cultivo in vitro se
requiere de medios quimicamente complejos (Tilly, Rosa, & Stewart, 2008), (Marques, 2010).

Este genoma, descrito como inusual, estd constituido por un cromosoma lineal de aproximadamente 1
Mb y numerosos plasmidos circulares y lineales, (Baril, Richaud, Baranton, & Saint Girons, 1989),

(Fraser, et al., 1997), (Tilly, et al., 2008). Especificamente para B. burgdorferi sensu stricto se describe
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un genoma de 1,521 419 pares de bases (pb) con un cromosoma lineal de 910 725 pb y 21, pldsmidos,
12 lineales y 9 circulares, (Adeolu & Gupta, 2014), que en conjunto tienen un tamafio de 610 694 pb,
(Fraser, et al., 1997), (Casjens, et al., 2011). La presencia de pldsmidos y sus tamafios en pares de bases
varia entre cepas y genoespecies, (Stewart, Byram, Grimm, Tilly, & Rosa, 2005).

A pesar de la forma atipica del genoma, la mayoria de los genes cromosémicos que se hallan
frecuentemente en otras bacterias, y que codifican proteinas indispensables para replicacion,
metabolismo energético y mecanismos transportadores de nutrientes, sin embargo, los genes ubicados
en los pldsmidos son menos reconocibles y la mayoria de ellos parecen ser tinicos del género Borrelia,
siendo necesarios para el proceso infecciosos y de persistencia de la bacteria en la garrapata, (Grimm,
et al., 2005) o el hospedero vertebrado, (Stewart, et al., 2005), La expresion de los genes varia segin la
especie de hospedero afectado, la temperatura, la ubicacién en el cuerpo del hospedero y otros factores
locales, y su control es diferente al de la mayoria de las Eubacterias estudiadas, (Ojaimi, et al., 2003),
(Miller, Narayan, Stevenson, & Pachner, 2005).

Estas espiroquetas presentan ademds una organizacidn Unica de los genes que codifican para las
subunidades ribosémicas del acido ribonucleico. Tienen solo una copia del gen que tiene la subunidad
16S (rrs) y dos copias repetidas en tdndem de los genes que codifican para las subunidades 23S (rrl) y
5S (rrf), (B. E. Davidson, MacDougall, & Saint Girons, 1992), (Schwartz, et al., 1993), (Ojaimi, et
al., 2003). Actualmente se ha demostrado que los microorganismos que contienen los genes rrs se
encuentran alejados de los genes rrl/rrf que presentan una expresion de manera diferente, este
fenomeno puede ser observado en Thermus thermophilus y el planctomiceto Pirellula marina

(Fukunaga & Sohnaka, 1992).

3.5. Taxonomia de Borrelia burgdorferi sensu lato
La bacteria que causa el complejo multisistémico de la enfermedad de Lyme ha sido clasificada y

pertenece al orden de la familia Spirochaetaceae, dentro del género Borrelia y de acuerdo a su
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descubridor el Dr. Willy Burgdorfer se ha determinado como la especie burgdorferi, al pertenecer a las
espiroquetas su clasica constitucion de tipo helicoide la agrupa junto a los bacilos anaerobios teniendo
una similitud con las treponemas en el nimero flagelos que llegan a ser 7 inmersos entre la capa de
peptidoglicana y su membrana externa, todas esta cualidades anatémicas de han dado la capacidad de
alcanzar multiples estructuras orgédnicas del hospedero que por su longitud que se le puede apreciar es
de entre 4 a 30 u de largo y de 0.18 a 0.25 . siendo una candidata a potencial a poder dafar gran

cantidad de tejidos, (Veinovic, et al., 2014).

3.6. Filogenia de Borrelia burgdorferi sensu lato.

La bacteria causante de la enfermedad de Lyme se ha propagado por varias décadas en todas
direcciones provocando pandemia en pricticamente todo el orbe, los reportes de este padecimiento
estan presentes en todas las latitudes de este planeta. Existen diversas variantes génicas de bacterias
pertenecientes al género Borrelia. Las caracteristicas principales , su forma de contagio, y su
diversidad génica las ha dividido en dos grupos : Las que provocan la cldsica fiebre recurrente y las del
complejo de la enfermedad de Lyme (Wang, van Dam, Schwartz, & Dankert, 1999). En el complejo B.
burgdorferi sensu lato, en el que se reconocen actualmente 20 genoespecies: B. burgdorferi sensu
stricto, B. garinii, (Chao, Liu, Ho, & Shih, 2014), B. afzelii, (Schuler, et al., 2015), B. valaisiana,
(Kurilshikov, et al., 2014), B. lusitaniae, (Norte, Alves da Silva, et al., 2015), B. spielmani, (Richter,
Schlee, Allgower, & Matuschka, 2004), B. japonica, (Kaneda, et al., 1998), B. chiliensis, (Ivanova, et
al., 2014). Estas anteriores son causantes de patologias en seres humanos y B. andersonii, (Mattila,
Munderloh, & Kurtti, 2007), B. tanukii, (Hiraoka, et al., 2007), B. turdi, (Norte, Araujo, et al., 2015)
B. bissettii, (Schutzer, et al., 2012), B. sinica, (Masuzawa, et al., 2001), B. californiensis, (Postic,
Garnier, & Baranton, 2007), B. yangtze, (Postic, et al., 2007), B. carolinensis, (Foley, Ott-Conn,

Worth, Poulsen, & Clifford, 2014), B. americana, (Rudenko, et al., 2009), B. bavariensis,
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(Markowicz, et al., 2015), B. kurtenbachii, (Margos, et al., 2014), y Borrelia miyamotoi, (Adeolu &

Gupta, 2014; Cochez, et al., 2015).

3.7. Epidemiologia de Borrelia burgdorferi sensu lato.

Borrelia burgdorferi sensu lato es la denominacidén que hacen los microbiélogos a la bacteria que
causa un cuadro clinico determinado y que puede llegar a tener variantes génicas incluso pertenecer a
otra especie y sin embargo provocar signos y sintomas especificas esto sucede con La Enfermedad de
Lyme y sus diferentes cuadros clinicos atribuibles a B. burgdorferi que han sido estudiados en los
dltimos 20 afios en nuestro pafs, tanto en la medicina humana como en la medicina veterinaria,
encontrando en algunos estudios que el agente patégeno de este padecimiento es el responsable de
estos y muchos casos clinicos que se han incluso dejado por alto en su diagndstico definitivo, mas sin
embargo en algunos caso los hallazgos por pruebas como la ELISA, ELISPOT, Western Blot y la PCR
han determinado su absoluta presencia en nuestro pais y en nuestra localidad. (Jin, Roen, Lehmann, &

Kellermann, 2013), (Derdakova & Lencakova, 2005).

3.8. Distribucion geografica en México de Borrelia burgdorferi.

La presencia de la Borreliosis de Lyme en México data de la década de los 90”s cuando los primeros
casos que fueron reportados en humanos dieron pauta a desarrollar estrategias para su diagnéstico, las
primeras incidencias de este padecimiento fueron reportadas en el norte de la reptiblica Mexicana en
donde las lesiones eritematosas y pruriginosas, las artralgias en manos, rodillas y cuello eran los signos
primordiales que se desarrollaron en 8 individuos con edades que oscilaban entre los 7 y 65 afios, estos
individuos se examinaron por pruebas serolégicas para determinar la presencia de anticuerpos
especificos, demostrando la presencia de ellos con titulaciones que variaban de 1:100 a 1:800 de 1gG

considerandose portadores de la espiroqueta de Lyme, (Tamez-G. R., 1992 ) En afios recientes al
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verse incrementado en incidencias los reportes de eritemas migrans, artralgias, linfocitomas, parélisis
de Bell’s en nifios, (Guadalupe Gordillo-Pérez & Guillermo Ramon, 2007). Se ha emprendido una
busqueda de las zonas mds endémicas de este padecimiento reportdndose en casi la totalidad de
México, encontrdndose en algunos hospederos y demostrando la presencia de B. burgdorferi en
algunos vectores (Gordillo-Perez, et al., 2009), no solo los seres humanos presentan susceptibilidad
este patdgeno en nuestro pais las mascotas como el perro también se ha demostrado estar inmerso en el

ciclo bioldgico de la enfermedad de Lyme, (Tamez-Gonzalez, 1994).

3.9. Ixodidos presentes en México que transmiten Borrelia burgdorferi.

Existen hasta ahora pocos estudios que determinan la presencia de los vectores potenciales o
competentes para pueden transmitir la bacteria de Borrelia burgdorferi e incluso mucho menos con
otras especies de vectores o centinelas, La gran variedad de ecosistemas que presenta la ciudad de
Monterrey incluyendo zonas montafiosas y dreas verdes inmersas en la ciudad son un factor
determinante para que las poblaciones de ectopardsitos puedan desarrollarse en un ambiente
sustentable para sus necesidades de habitat tanto peridoméstico como silvestre. La presencia de
géneros como Dermacentor, Rhipicephalus boophilus, e Ixodes. (Illoldi-Rangel, et al., 2012). En este
estudio se trat6 de encontrar en algunas garrapatas colectadas a partir de perros infestados presentes en
la ciudad de Monterrey, (Galaviz-Silva, et al., 2013) presentando una prevalencia en al afio 2007 del

6.2% en el Noreste de México, (Gordillo-Perez, et al., 2003).

3.10. Ciclo biolégico de Rhipicephalus sanguineus.

La garrapata café del perro cuyo género es Rhipicephalus sanguineus es uno de los artrépodos con mas
efecto cosmopolita, en América del sur donde se halla en la gran mayoria de los paises de esta regién

(Dantas-Torres, Figueredo, & Brandao-Filho, 2006), en Europa se ha encontrado en varias latitudes
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donde ha provocado endemia y problemas de salud publica y veterinaria, (Dantas-Torres, Figueredo, &
Otranto, 2011) y ha sido reconocida como uno de los vectores potenciales de muchos agentes
patégenos, (Latrofa, Dantas-Torres, Giannelli, & Otranto, 2014), estas garrapatas tienen una alta
capacidad de adaptacién e incorporarse a ciclos bioldgicos silvestre y peridoméstico, pudiendo
desarrollarse en climas tropicales y subtropicales. Algunos factores pueden ser determinantes en el
éxito de vivencia y esto es determinado en los hospederos en los cuales se llegan a alojar ya que
dependiendo de las variables de temperaturas determinaran su presencia o ausencia en cierta zona o
area geografica. Rh. sanguineus es tan adaptativa que en algunos sitios se ha logrado contabilizar hasta
cuatro generaciones por afio, en algunos casos la elevada temperatura ha sido un factor determinante en
la agresividad para adherirse a humanos y otros animales quizds debid a la alta tasa poblacional y la
bisqueda de hospederos nuevos (Dantas-Torres, 2010). Esto es un factor determinante en la
diseminacién de algunas zoonosis ya que la interaccién misma de una o varias especies contribuye a un
repunte en la incidencia de algunas de ellas. Rh. sanguineus se adapta perfectamente a vivir en
interiores de casa habitacién denominado comportamiento endofilico, las diferentes fases del desarrollo
de la garrapata pueden hallarse en un mismo hospedero siendo monotrépico, sin embargo Rh.
sanguineus puede vivir en un ciclo silvestre hallindose en refugios de piedra caliza o entre maderas.
Cuando estd presente en domicilios puede alimentarse del humano, lo que le da la variante de
adaptabilidad, estas habilidades sugieren que el parasitismo en humanos es posible, mds sin embargo

los hospederos de eleccién son los animales domésticos como el perro. (Dantas-Torres, 2010).

3.11. Ciclo biolégico de Rhipicephalus (boophilus) microplus
Esta garrapata que anteriormente era conocida como Boophilus microplus, es considerada el
ectoparasito de mayor importancia en la ganaderia bovina a nivel mundial, su capacidad de adaptacién

en diversos hospederos como caballos, asnos, ovicaprinos, cerdos, perros y algunos animales silvestres.
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Rh. sanguineus boophilus microplus posee la capacidad de transmitir patégenos diversos entre los
cuales Babesia bigemina y B. bovis son los que tienen mds alta frecuencia para ser hallados en estas
garrapatas y en forma experimental se ha demostrado la presencia de Babesia equi, Anaplasma
marginale es un patégeno que produce una enfermedad llamada Anaplasmosis en bovinos y el
principal vector es este Ixodido, este se distribuye en diversas partes del mundo como Asia, Australia,
Madagascar, sureste de Africa, América del sur, México y el Caribe, hallandose en el estado de Texas
y California. Este artrépodo pasa su vida en un solo hospedero los que promueve que todos sus
estadios estén cercanos a este mismo anfitrién, los huevos son puestos en el medioambiente y una vez
eclosionado pueden ser transportados por el viento, en verano la ausencia de alimento puede ser
tolerada hasta por 3-4 meses, en invierno pueden llegar a tolerar 6 meses de inanicion, las larvas suelen
hallarse en zonas donde la piel es mds fina como las patas traseras, caras internas de los muslos,
flancos, abdomen y pecho. Al alimentarse las larvas sufren la muda hacia ninfa y en varios dias de
alimentacién llega a estado adulto donde machos se aparean con hembras adultas, separdndose estas
una vez prefiadas para depositar los huevecillos en gritas o piedra laja, como la mayoria de las
garrapatas la hembra muere después de la ovoposicion, este ciclo se puede llevar a cabo en tan solo 3 a
4 semanas, repitiendo este ciclo varias veces al afio. (Lohmeyer, Pound, May, Kammlah, & Davey,

2011).

3.12. Vectores potenciales de Borrelia burgdorferi.

Las garrapatas que pertenecen al sub orden Ixodida y al phylum Artropoda son los principales vectores
de patégenos en el mundo, su grupo es tan grande que ha sido comparado con la familia Culicidae
(mosquitos) por su nimero de ejemplares. Estos artrépodos son la causa de muchas patologias en
humanos y animales debido a que pueden inocular bacterias, virus y protozoarios, (Jongejan &
Uilenberg, 2004). Este orden tiene una gran importancia en la salud publica. En muchos estudios se ha

encontrado a estos artrépodos como portadores de B. burgdorferi donde las garrapatas tienen el mayor
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nimero de hallazgos de esta bacteria en su interior. Los géneros Ixodes, Dermacentor, Amblyomma,
Rhipicephalus son los géneros donde mds frecuente se halla este microorganismo.

3.13. Insectos vectores de B. burgdorferi

Existen hasta el momento diversos vectores que han sido estudiados y examinados para tratar de
identificar la presencia de la espiroqueta de Lyme en su interior y demostrar que son transmisores
competentes de esta, (Herman-Giddens, 2014) la mayoria de los insectos y artrépodos que estdn
implicados en la transmision de Borrelia burgdorferi tiene comportamientos hematéfagos, aunque las
garrapatas son los vectores primarios algunos insectos como las pulgas de la familia Siphonaptera
(Lindsay, et al., 1991), (Netusil, Zakovska, Vostal, Norek, & Stanko, 2013) y moscas de la familia
Tabanidae y mosquitos (D. I. Kosik-Bogacka, Kuzna-Grygiel, & Gornik, 2006) pertenecientes a la
familia Culicidae (D. Kosik-Bogacka, Bukowska, & Kuzna-Grygiel, 2002), en los cuales han sido
demostrados como portadores del patégeno (R. P. Clark & Hu, 2008). Este es un campo en el cual se
requiere de mds estudios para demostrar cudntos y cudles son los verdaderos portadores y dispersores
de esta patologia en el mundo. En México hasta ahora no se han realizado estudios para identificar y

conocer algunos de estos insectos como posibles portadores y transmisores de la enfermedad de Lyme.

3.14. Reservorios primarios de B. burgdorferi

Los ciclos biolégicos donde se ha encontrado la presencia de Borrelia nos ofrece informacién de los
portadores de este patégeno, encontrando en orden de importancia a las garrapatas que actdan cono
principales vectores, (Danielova, Daniel, Rudenko, & Golovchenko, 2004) o insectos hematéfagos en
la cadena epidemioldgica, en segundo plano a los pequefios mamiferos entre ellos roedores quienes
participan como reservorios, (K. L. Clark, Oliver, James, Durden, & Banks, 2002), ardillas (Lane,
Mun, Eisen, & FEisen, 2005), en este proceso la interaccién con otras especies cercanas por su
actividad en el mismo medio ambiente de los roedores estan los venados, zorros, (Isogai, et al., 1994),

0sos, (Kazmierczak, Amundson, & Burgess, 1988) en este punto cabe nombrar a las aves como el pavo
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salvaje, (Lane, et al., 2006) y algunas aves silvestres cantoras (Buker, Picozzi, Kolb, & Hatt, 2013),
que son los motores de mas importancia debido a que algunas especies presentan comportamientos
migratorios que llegan a esparcir las fases larvarias de las garrapata que ya presentan la Borrelia en su

interior (Anguita, et al., 2003), (Ogden, et al., 2008), (Mathers, et al., 2011).

3.15. Ciclo silvestre de transmision de B. burgdorferi

Las diferentes especies de vectores que se han encontrados como transmisores de B. burgdorferi se
han adaptado a diferentes ecosistemas y a la presencia de diferentes hospederos segin la regién
geografica donde al parasitar especies presentes en estas zonas cumplen con el requisito para dispersar
a la Borreliosis de Lyme. Alguna literatura hace mencidn que existen varios insectos que son capaces
de transmitir a B. burgdorferi y debido a esto se deberd en un futuro poner atencién en algunos
posibles vectores que pudieran interferir o estar ya en el ciclo biolégico de esta patologia y que hasta el
momento no se conoce su identidad. (Netusil, et al., 2013). En nuestra localidad hacen falta estudios
profundos para demostrar la actividad de algunos animales en estos ciclos silvestres, como los venados,

ratones, ardillas, zarigiieyas, mapaches, tejones, coyotes y algunas aves, (Tsao, et al., 2004).

3.16. Ciclo peridoméstico de transmision de B. burgdorferi

Algunos géneros de garrapatas en las que se ha demostrado la presencia en su organismo de la Borrelia
de Lyme se encuentran Rh. sanguineus, Rh. boophilus microplus, Dermacentor spp., Ixodes spp.,
Amblyomma spp. Entre las mds frecuentes dentro de nuestra region, la capacidad de poder adherirse a
diferentes especies animales, incluso pudiendo parasitar al humano y transmitir patégenos. Rh.
sanguineus por estar bien adaptada a las condiciones de clima y entorno ecolégico puede establecerse
cerca de las habitaciones aledafias a parques o zonas citadinas, incluso adaptdndose a vivir en los

domicilios donde perros habitan en el interior de estos domicilios, este comportamiento puede ser
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origen a patologias por contacto hematdfago convirtiéndose en un vector competente para la

transmision de Borrelia burgdorferi.(Connally, et al., 2009).

3.17. Epidemiologia en México

El padecimiento ocasionado por la infeccién de Borrelia burgdorferi se ha determinado que tiene
alrededor de 20 a 25 afos presente en nuestro pais, en dltimos afios se han visto que los antecedentes
de algunos pacientes mencionan que padecen y/o recuerdan haber sufrido el parasitismo de garrapatas
desde hace mds de 30 afios sin haber recibido un diagndstico definitivo o incluso un aproximado de su
padecimiento sintomatoldgico

ya que los primeros casos reportados datan de la década de los 90°s, sin embargo solo algunos estudios
se han realizado en ciertas zonas de México, principalmente Coahuila, Nuevo Leén y Tamaulipas,
algunos otros se han llevado a cabo en el centro del pais en el Distrito Federal, Quintana Roo,
(Gordillo-Perez, et al., 2007) y Yucatdn, Baja California (Tinoco-Garcia, 2008), sin embargo se han
recolectado muestras confirmadas encontrandose casos practicamente en todo el territorio nacional. La
Borreliosis de Lyme se ha presentado en casi la mayoria de estados de la republica, donde algunos de
los diagnésticos confirmatorios en algunos individuos se han llevado a cabo en afios posteriores a la
inoculacién de B. burgdorferi, dando lugar a proceso crénicos en estos pacientes. Estos casos se
aglomeran con mayor incidencia en el noroeste de la repudblica Mexicana, sin embargo existen
pacientes humanos, animales y vectores infectados que han sido confirmados en nuestro pais en
lugares como el Distrito Federal (Gordillo-Perez, et al., 2003), donde la altitud jugaria un papel
predeterminante para el desarrollo de los vectores, sin embargo los reportes de clinicos determinan la
presencia de enfermedad de Lyme en estos lugares, algunos caso clinicos se han demostrado en
diversos estados del sur de nuestro pais sin embargo el CDC hace referencia a que no existe la

presencia de Ixodes scapularis en México y esto limita la posibilidad de aceptar esta patologia

19



abiertamente y realizar labores de consultas epidemioldgicas en nuestro pais. (Hamer, Hickling,

Walker, & Tsao, 2014).

3.18. Enfermedad de Lyme en personas mexicanas

Borrelia burgdorferi sensu lato provoca un complejo de inflamatorio en el cuerpo de quien ha sido
infectado, La enfermedad de Lyme se sabe que presenta afinidad por diversos tejidos y 6rganos.
Encontrandose principalmente en piel, articulaciones, sistema nervioso, corazén, sistema
genitourinario, desde inicios de la década de los 90°s los cuadros sintomatolégicos de este
padecimiento han relacionado principalmente al sistema tegumentario, donde la lesién mds frecuente es
la Borrelia burgdorferi se ha localizado a lo largo del territorio de México encontrandose en diversas
especies animales y de garrapatas, los humanos que han llegado a presentar sinologia de la enfermedad
de Lyme han sido diagnosticados con metodologias diversas como la técnica de western blot,
inmunofluorescencia para anticuerpos monoclonales H5332 contra la flagelina de la espiroqueta, esto
ha dado como resultado que algunas muestras de macerados de garrapatas del género Ixodes y al
aplicar la reaccion en cadena de la polimerasa punto final y PCR anidada han dado como resultado que
hay pacientes que se les han hallado rastros inmunoldgicos principalmente en el noreste de nuestro
pais con una prevalencia del 6.2% en el 2003, (Gordillo-Perez, et al., 2003), aunque la sintomatologia
de este padecimiento es muy diferente en cada latitud donde se ha diagnosticada, esto puede
representar a que esta bacteria ha logrado evolucionar en cada una de las localidades donde se ha

encontrado incluso en un mismo pafs.

3.19. Genoespecies identificadas en México.
Hasta el momento de las muestras que se han registrado como positivas algunas de acuerdo a su
historial de presentacion de la enfermedad se han mandado secuenciar para determinar las similitudes

génicas en la secuencia de nucledtidos entre las cepas de B. burgdorferi de referencias y las halladas en
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nuestro pais. Se estd trabajando en la secuenciacién de dichas muestras para determinar si enfermedad
de Lyme es similar a la que se encuentra en el condado de Connecticut a la que se halla en México o

particularmente en Monterrey, (Gordillo-Pérez comunicacién personal).

3.20. Deteccion molecular de las genoespecies de B. burgdorferi sensu lato a partir de garrapatas

Existe un variedad de genoespecies diferenciadas por métodos moleculares de Borrelia burgdorferi, las
cuales se ha comprobado que provocan el sindrome de la enfermedad de Lyme en humanos. (Girard,
Fedorova, & Lane, 2011) Todas ellas han sido encontradas en muestras de diversas especies
incluyendo el humano. El procedimiento para determinar la presencia de estos patégenos en el interior
de un vector, es inicialmente una técnica mediante la cual se degradan la gran mayoria de las proteinas
estructurales presentes en los tejidos del artrépodo y en la cual los diferentes dcidos nucleicos son
conservados por dicho método, la muestra contendrd material genético de la garrapata, del hospedero
que fue colectada y de los posibles patégenos que pudieran estar en ella. (Rudenko, et al., 2009). Todo
este proceso es determinate para que nuestra muestra sea del todo adecuada para un buen diagnéstico.
La reaccion en cadena de la polimerasa nos revelard si nuestra muestra contiene fragmentos especificos
para Borrelia burgdorferi sensu lato o senu stricto, segin la regiéon que deseamos amplificar, dando
como resultado una porciéon del ADN de la bacteria, algunas muestras que ha sido analizada han
demostrado que existe la presencia de B. burgdorferi en México sin embargo hasta el momento no hay
una serovariantes especifica o una especie genética especifica para el territorio de México. (Gordillo, et

al., 1999).

3.2. Erliquiosis monocitica canina por Ehrlichia canis
3.2.1. Erliquiosis Monocitica Canina
La enfermedad causada por la bacteria Ehrlichia canis es un padecimiento multisistémico la cual

requiere de las garrapatas para establecerse y propagarse en una zona geografica determinada y
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convertirse en endémica o ciclica afio tras afio, este fendmeno estd asociado principalmente a la
distribucién del vector. Rhipicephalus sanguineus es el transmisor competente para este padecimiento
y se encuentra distribuido en todo el mundo y su principal hospedador es el perro doméstico. La accién
infectiva de E. canis es producida al invadir las células del paquete blanco que le sirven de transporte
para llegar a otros sistemas y oOrganos, E. canis tiene una enorme habilidad para inducir severas
linfoplasmocitosis en los 6rganos que presentan estructura parenquimatosa produciendo sangrados y en
las células endoteliales de tipo vascular, dando asi lugar a las clasicas hemorragias presentes en este
padecimiento con una prevalencia del 35 % en perros afectados y dando como resultado una gran
variedad de signos clinicos al afectar el aporte sanguineo de estos sistemas.

Al pertenecer a la categoria de las enfermedades zoondticas que son trasmitidas por garrapatas, el
género Ehrlichia canis afecta a perros principalmente, desarrollindose como parasito
intracitoplasmatico obligado en células nucleadas, especificamente en monocitos. E. canis pertenece al
grupo de las Rickettsias, (Alves, et al., 2014). En nuestro pais se ha determinado que E. canis puedes
establecerse en seres humanos, (Gongora-Bianchi R.A., 1999), dando lugar a que se clasifique como
enfermedad emergente en medicina veterinaria y humana. La presencia a nivel mundial de garrapatas
de la familia Ixodidae especialmente Rhipicephalus sanguineus, (Fourie, et al., 2013), es un detonante
por ser el principal vector, haciendo determinante que en ciertas épocas del afio se incrementen los
casos de esta enfermedad. En México existen pocos estudios que indican la incidencia y circulacién de
esta bacteria, el presente trabajo trata de establecer la relacion entre garrapatas infectadas y la probable

incidencia en la localidad del municipio de Monterrey, Nuevo Le6n, México.

3.2.2. Caracteristicas clinicas de la Erliquiosis monocitica canina.
La infeccién causada por el patégeno Ehrlichia canis comienza con su inoculacién por medio de
garrapatas que contiene la bacteria, primordialmente del género Rhipicephalus spp. sin embargo puede

ser transmitida por algunos géneros diferentes de garrapatas, (E. M. Johnson, et al., 1998), las cuales al
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tener contacto hemat6fago con el hospedero inocula al agente patégeno el cual habita en su tracto
digestivo superior primordialmente en las glandulas salivales y al estar ingiriendo sangre efectian un
proceso de regurgitacion el cual propicia la transmisién. Posteriormente E. canis al estar en el torrente
sanguineo e infectar a los monocitos del nuevo hospedero se transporta por este medio y usando a las
células como vehiculo llegando a todo los 6rganos blanco que pueden ser infectados, buscando
principalmente los que contengan una gran cantidad de vascularizacién u 6rganos parenquimatosos,
(Silveira, et al., 2015), principalmente en ojos, higado, bazo, ganglios linfaticos, sistema nervioso
central, rifiones, pulmones, medula dsea y las células blancas principalmente monocitos, (Braga, et al.,

2013).

3.2.3. Filogenia

En la actualidad gracias a que el avance de la biologia molecular ha evolucionado en el dmbito de la
microbiologia se ha podido realizar diversos trabajos para poder determinar con precisién la secuencia
gendmica de este género de patdgeno, dando lugar a una mejor comprensiéon de su similitud con
algunas otros pertenecientes a la familia de las Rickettsias, (Siarkou, Mylonakis, Bourtzi-Hatzopoulou,
& Koutinas, 2007), donde la similitud genética entre ellas difiere en algunas ocasiones por su presencia
en algunas latitudes geograficas y en especies nuevas. (Parzy, Baudu, Normand, Audonnet, & Davoust,
2009). E. canis, (Manyarara, Tubbesing, Soni, & Noden, 2015), E. chaffeensis, (Nair, et al., 2014) E.
platys, (Inokuma, et al., 2002) E. ewingii, (Meichner, et al., 2015), E. muris (D. K. Johnson, et al.,

2015), principalmente.

3.2.4. Agente etiologico: Ehrlichia canis sensu lato.
E. canis es una bacteria gram negativa, intracelular obligada principalmente en las células de tipo
mononucleares de la linea blanca. Con un periodo de incubaciéon de 8 a 20 dias para comenzar a

colonizar a las células monocitos y reticulioendoteliales. (Harrus, 2015). Puede albergarse en varias
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especies animales, como el perro y el humano, sin embargo E. canis tiene estadios en el proceso de
invasién dentro del hospedero como la adhesidn, internalizacion, proliferacién intracelular, exocitosis y
esparcimiento intracelular, (McBride, Zhang, Wakeel, & Kuriakose, 2011), E. canis tiene la habilidad
de inhibir la respuesta inmune del hospedero, al inhibir las respuestas proteicas intracelulares
provocando la desinformacién de las rutas que le ayudan a la bacteria a proliferar en el interior de la
célula, (Nethery, Doyle, Zhang, & McBride, 2007). Conforme a algunos estudios la Erliquiosis han
conservado su afinidad hacia algunos tejidos y células los que siguiere que algunas proteinas de

superficie mantienen por generaciones esas cualidades antigénicas, (X. Zhang, et al., 2008).

3.2.5. Morfologia, estructura y secuencia génica.

La bacteria Ehrlichia canis presenta una forma de coco con pared celular comprendida principalmente
de peptidoglicana. E. canis, es la mas pequefia de las erliquias (Mavromatis, et al., 2006), su ADN
tiene forma circular, su pared celular se compone de una capa de peptidoglicana y lipopolisacéridos,
tienen una delgada y ondulada membrana externa separada de la membrana citoplasmatica por el
espacio peripldsmico, en observaciones usando el microscopio electronico ambas formas de las
erliquias tanto la cocoide y la cocobacilar también denominadas cordén denso y reticulares
respectivamente, presentan una morfologia con la cual estas células han sido identificadas, las
cocoides o de cordén denso son pequefias y conjugadas por dos células, su medida va desde 0.4 um a
0.6 um de diametro. En contraste con la células reticuladas tienen un medida de 0.4 a 0.6 por 0.7 a 1.9
um, cada célula bacteriana contiene un simple cromosoma en forma circular el cual consiste en
1,315,030 de nucledtidos, que predice la codificacion de 925 proteinas, 40 especies de RNA estables,
17 pseudogenes, y una proporcién substancial de secuencias no codificadas de un 27% caracteristicas
interesantes del genoma incluye un gran conjunto de proteinas con transmembranales hélices parciales
y/o secuencias de signos y una unién de serina-treonina parcialmente asociada al potencial de O

glicosilacién que es un prominente asociacién de proteinas con las interacciones entre el hospedero y el
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patégeno, las células de cordén denso también una densidad mayor a los electrones localizada
centralmente en la cromatina y en los ribosomas. Ehrlichia sp tiene uniones en su membrana externa,
que promueven la formacién de microcolonias y forman “moreras” o grupos de bacterias las cuales se
pueden tefiir con la técnica Romanovsky tomando una tonalidad azul oscuro (Paddock & Childs,
2003), E. canis y E. chaffeensis se replican dentro de los enlaces de la membrana de los fagocitos

mononucleares. (Stevenson, et al., 2010).

3.2.6. Epidemiologia de la Erliquiosis Monocitica Canina.

La presencia de garrapatas del género Rh. sanguineus es un factor de alta predisposicién para la
diseminacién del patdgeno que produce la Erliquiosis canina, tanto el vector competente como E. canis
tienen una distribucién mundial. Se encuentra distribuida en desde Estados Unidos hasta Argentina,
(Cicuttin, Tarragona, De Salvo, Mangold, & Nava, 2015), se ha encontrado principalmente en perros
pero es capaz de afectar a gatos (Breitschwerdt, et al., 2002) y también a los humanos, (Conrad, 1989)
De acuerdo el origen de la garrapata se cree que la bacteria también tiene origen en el continente
africano, quizds parasitando a especies de canidos de aquella zona geogrifica, (de Oliveira, et al.,
2009). Las garrapatas del genero Rh. sanguineus pueden transmitir la bacteria Ehrlichia canis en todos
sus estadios cuando parasitan a perros, tanto en las etapas larvarias como en las adultas, y debido a que
esta bacteria posee la capacidad de realizar el ciclo transovaricamente contaminando los huevos de la
nueva generacion, mismos que generaran estadios larvarios infectados.

Es decir que una garrapata puede estar infectada incluso sin haberse alimentado de un animal que tenga

el agente infeccioso o que este enfermo, (Harrus, 2015).

3.2.6.1 Epidemiologia de Ehrlichia canis en México.
La Erliquiosis canina monocitica canina esta reportada en toda la republica Mexicana donde

principalmente en el noreste de México donde la frecuencia es mayor y el clima juega un factor
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determinante para que esta enfermedad endémica se expanda anualmente. Existen estados donde la
incidencia y frecuencia son mayores que en otros, sin embargo quizds existen factores como la
poblacién canina para su diseminacion que puede llevar al incremento en los casos de esta patologia,

(Sosa-Guterréz C.G., 2014).

3.2.7. Distribucion en México.

La presencia de E. canis se encuentra reportada en todo el territorio nacional, debido a la facil
adquisiciéon de diferentes metodologias diagnésticas comerciales y de su facil observacién al
microscopio en un frotis sanguineo, esta técnica ha hecho que se observe una mayor frecuencia en su
diagnéstico en la prictica veterinaria en nuestro pafs, (Pat-Nah, Rodriguez-Vivas, Bolio-Gonzalez,

Villegas-Perez, & Reyes-Novelo, 2015).

3.2.8. Vectores, reservorios y ciclos de transmision.

Los principales transmisores de la Erliquiosis canina son las garrapatas, donde el género Rhipicephalus
sanguineus es reconocida como el principal vector de esta, al grado de provocar epidemias en algunas
épocas del afio y al parasitar a los perros da lugar que se presenta una incidencia mayor de esta
patologia en los caninos, sin embargo se ha encontrado reportes de la afeccién por E. canis frecuente
en algunos otros miembros de la familia Canidae como chacales, coyotes y lobos, (Amyx & Huxsoll,
1973), aunque se ha encontrado habitando a gatos domésticos, (Braga, et al., 2014), (Braga, et al,,
2013), (Breitschwerdt, et al., 2002). La investigacion de casos clinicos, su ubicacién geogrifica, y
posibles factores que pudieran desencadenar reportes obligatorios como nuevos reservorios e
incidencia en localidades donde no existia reporte alguno, es un desarrollo en la epidemiologia de esta
enfermedad y su posible control.

Los ciclos de transmision donde las garrapatas Rh. sanguineus y Rh. boophilus sanguineus son los

principales vectores competentes para la diseminacion de este patégeno en poblaciones caninas de una
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entidad geogréfica, pudieran incluir algunos hospederos no habituales mds sin embargos no hay
estudios que hagan referencia a estas hipdtesis. La habilidad de Rhipicephalus spp. para desarrollar sus
fases larvarias y su reproduccién en un mismo individuo sin la necesidad de hospederos secundarios es
una determinate en su potencial capacidad para difundir patégenos en una poblacién determinada, esta
habilidad que tiene esta garrapata es uno de los factores que se debe de tomar en cuenta para
determinar la posible lucha y realizar un calendario para la aplicacién de insecticidas y productos

especificos que eliminen y controlen a este patogeno.
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Fig. 1. Formas de Transmision de E. canis en el ciclo biologico de Rhipicephalus sanguineus.
(Bremer, et al., 2005).

3.2.9. Deteccion molecular de Ehrlichia canis en garrapatas.
Cuando se tienen especimenes de garrapatas y se quiere encontrar la presencia de patdgenos es
necesario conservar lo mejor posible la integridad del ADN en el cual se espera demostrar y ésta

metodologia se facilita con la adicién de alcohol al 70% el cual tiene la accién de preservar para su
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andlisis posterior, este proceso es indispensable para la posible amplificacién de secuencias del genoma
bacteriano, (Cicuttin, et al., 2015), (Cheng & Ganta, 2008), en este trabajo la metodologia empleada
fue para la determinacién del género Ehrlichia tratando de hallar la presencia del gen 16S ARNr donde
el producto que origina los oligonucleétidos empleados en este trabajo producen un amplificado de un
tamaiio de 900 pb, (Rodriguez-Vivas, Albornoz, & Bolio, 2005).

La determinacién de la presencia de Ehrlichia canis en muestras que son sospechosas como sangre,
ojo, liquido sinovial, rifién, ganglios linféticos, higado, corazén, cerebro y pulmones, depende del tipo
de patologia a estudiar, pero el diagndstico determinante por la técnica de PCR es la que se obtiene de
sangre donde siempre es mds factible hallar al microorganismo que causa este padecimiento, al
encontrarse intracelularmente en los monocitos circulantes de los perros infectados, (Gal, Loeb,

Yisaschar-Mekuzas, & Baneth, 2008).

3.2.10. Taxonomia de Ehrlichia canis.

Este patégeno pertenece al reino de las Bacteria, catalogdndose en el phylum Proteobacterias, en la
clase Alfaproteobacteria, en el orden Rickettsiales en la familia Anaplasmataceae y perteneciente al
género Ehrlichia especie canis.

El género Ehrlichia fue inicialmente agrupado de acuerdo al tipo de célula sanguinea que llegaba a
infectar, siendo las méas frecuentes las de la linea celular blanca como los granulocitos, linfocitos,
monocitos y plaquetas, las clases de enfermedades han sido determinadas como granulocitica o
granulocitotropica o erliquiosis monocitica o monocitotréfica. Sin embargo estas clasificaciones
pueden resultar engafiosas ya que en algunas investigaciones se logrado determinar la presencia de
estas bacterias en diferentes tipo de lineas celulares hospederas, (Harrus, et al., 2003), E. canis tiene la
habilidad de hospedarse en la medula ésea y esto puede significar que la bacteria puede estar viviendo

en los hospederos desde el inicio de la replicacion de las células sanguineas, (Kallick, 2011).
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3.2.11. Distribucion geografica en México de Ehrlichia canis

La presencia de diversas enfermedades transmitidas por garrapatas que hasta el momento estdn
presentes en nuestro pais se ha demostrado que la Erliquiosis canina ocupa un lugar determinante en
las afecciones clinicas que son remitidas a la préctica veterinaria donde el diagndstico y la presencia
de ectopardsitos en perros y gatos, proveerd un precedente de incidencia de E. canis, las técnicas
diagnédsticas como el frotis en microscopia, diagndsticos comerciales o por laboratorio clinico ha
demostrado que los casos confirmados en pacientes veterinarios y con garrapatas serdn de ayuda para
demostrar que el ciclo bioldgico de Ehrlichia canis estd establecido en dicha localidad. México estd
catalogada como zona endémica de la Erliquiosis, encontrdndose principalmente en Sonora, (Sosa-

Gutierrez G. Carolina, 2014), Yucatan, (Pat-Nah, et al., 2015).

3.2.12. Ixodidos presentes en México que transmiten Ehrlichia canis

E. canis presenta un comportamiento cosmopolita al encontrarse todos los continentes y haberse
adaptado a la garrapata café del perro que también se halla en todo el mundo es de esperarse que las
evidencia de diversos estudios hagan referencia al sinergismo de ambas especies en nuestro pais y
hasta ahora el Ixodido representativo para la transmision de E. canis en México es principalmente

Rhipicephalus sanguineus, (Rubio R.M.C., 2015).

3.2.13. Reservorios primarios de Ehrlichia canis

Los hospederos primarios donde podemos encontrar al patégeno que produce la erliquiosis son
esencialmente los perros que se encuentran directamente asociados a los lugares de ciudad donde las
garrapatas estdn presentes y portan al patégeno E. canis, este mismo microorganismo por ser
cosmopolita se ha encontrado en otros miembros de la familia Canidae, (Niehaus, Valerio, Blanco, &

Chinchilla, 2012)
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3.2.14. Ciclo silvestre de transmision de Ehrlichia canis

Ehrlichia canis es un patdgeno que afecta principalmente a miembros de la familia de los caninos mas
sin embargo se ha encontrado en felinos domésticos, (Ebani & Bertelloni, 2014), (de Oliveira, et al.,
2009) y humanos, (Conrad, 1989), quizds debido a la cercania y convivencia con los hospederos
primarios como son los perros donde puede se puede encontrar a las tres fases de crecimiento en un

mismo hospedero, incluso cambiando de hospedero en una misma area determinada.

3.2.15. Ciclo peridoméstico de transmision de Ehrlichia canis.

La capacidad de adaptabilidad del vector Rhipicephalus sanguineus en areas cercanas y propias de la
casa habitacion es el factor més potente con el que cuenta E. canis para poder incluso depender de la
presencia de estos vectores para completar su replicacién en el interior de ellos. Cuando este vector se
encuentra en zonas aledafias a las viviendas donde se establece con las condiciones éptimas para su
subsistir 'y que ha desarrollado la habilidad de adaptarse al ciclo silvestre y al peridoméstico es un
factor determinante para que E. canis complete su ciclo patolégico en el primer hospedero mamifero
que sea inoculado, al tener todos los medios disponibles para su adaptacion, la epidemiologia de la
erliquiosis canina en el mundo tendrd mas factores para prosperar, (Carvalho, Wenceslau, Carlos, &
Albuquerque, 2008). Sin embargo las garrapatas al presentar la transmision transovdrica y transestadial
no requieren de algunas especies para diseminarse ni aumentar su poblacion, esto les permite completar
el ciclo en la misma garrapata, (Harrus & Waner, 2011). A continuacién se muestra en la figura 2 la
forma en la cual intervienen tres hospederos en este ciclo sin embargo no son necesarios por que este

ciclo se puede completar en uno solo individuo, incluso sin la necesidad de hospederos.
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Fig. 2. Ciclo peridoméstico de la garrapata Rh. sanguineus.

3.2.16. Caracteristicas clinicas de la Erliquiosis Monocitica Canina.

3.2.16.1 Sintomatologia

El marco de la sintomatologia de la erliquiosis canina es diverso, hallindose su accién patoldgica en
distintos 6rganos. Especialmente durante la fase aguda la sintomatologia suele ser poco especifica por
lo que el diagnéstico se torna en extremo dificil. Cuando no es diagnosticada en fase aguda, progresa a
la forma subclinica en donde solo se encuentran alteraciones de laboratorio en perros asintomaticos. El
cuadro clinico que encontramos es bastante inespecifico, presentando fiebre, pérdida de peso, apatia y

anorexia, (Harrus & Waner, 2011). Aproximadamente el 40% de los casos desarrollan
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linfadenomegalia, pudiendo ésta no siempre estar generalizada. También se puede encontrar
esplenomegalia y hepatomegalia. Los signos tipicos de la enfermedad como los cuadros hemorragicos,
(Harrus, 2015), sélo aparecen en aproximadamente el 35% de los perros con erliquiosis, (Harrus, Ofri,
Aizenberg, & Waner, 1998). De todos los signos hemorrdgicos observados, las petequias y equimosis
en piel y mucosas, hemorragias retinianas o conjuntivales, hematuria, melena, etc. La epistaxis es el
signo mds frecuente. También podemos encontrar signos respiratorios como el exudado nasal, y la tos,
debido a la existencia de neumonia intersticial. Son muchos los sintomas oftalmolégicos encontrados
en perros infectados por Ehrlichia, destacando especialmente la presencia de uveitis anterior
frecuentemente bilateral y diferentes retinopatias. Ocasionalmente aparecen signos locomotores,
especialmente cojeras intermitentes, debido a la existencia de poliartritis que suele ser causada por un
depdsito de inmunocomplejos a nivel articular. En estos casos se pueden detectar cuerpos de inclusién
de E. canis en liquido sinovial. También se han descrito cuadros de polimiositis asociados a erliquiosis.
Los signos neuroldgicos que se han relacionado con la erliquiosis canina son muy variados y pueden
estar causados por meningitis debida a procesos inflamatorios o hemorragias en sistema nervioso
central y periférico. Ante un cuadro agudo de fiebre, ataxia, estupor y sindrome de neurona motora
superior o inferior, se debe de sospechar de erliquiosis en los diagndsticos diferenciales. Estos animales
suelen presentar una ripida respuesta al tratamiento, recuperando por completo la funcionalidad
neuroldgica, (Hartelt, et al., 2004).

En perros que presentan infeccidn por E. canis es frecuente encontrar una insuficiencia renal debido a
glomérulo nefritis inmuno mediada parecida a la que aparecen leishmaniasis.

La sintomatologia cutdnea asociada a esta enfermedad es fundamentalmente de tipo hemorrégico,
(Schaefer, et al., 2008).

Al realizar un diagndstico basado en la anamnesis siempre se deberd observar en los animales que
presenten un cuadro clinico compatible con E. canis, el historial de infestacién por garrapatas, la

estancia en un drea endémica de erliquiosis, zonas de climas célidos y himedos.
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Cuando ha presentado anormalidades hematoldgicas trombocitopenia, anemias, de tipo no
regenerativas, leucopenias y en estados crénicos graves pancitopenias por hipoplasia de las células

precursoras de médula 6sea, (Harrus, 2015).

Las alteraciones bioquimicas como las hiperproteinemias, valores elevados de globulinas,
hiperglobulinemia e hipoalbuminemia. La hiperglobulinemia suele ser gammapatia policlonal, si bien
se han detectado por electroforesis proteico, gammapatia monoclonal. En fases crdnicas se produce
nefropatia perdedora de proteinas por lo que, clinicamente, se manifiesta como proteinuria
masiva, (Rondelli, et al., 2015), (Luckschander, Kleiter, & Willmann, 2003). También hay hematuria
y aumento del tiempo de sangrado aun estando los valores de plaquetas en rangos normales.

Por deteccién de anticuerpos séricos por serologia la prueba de Inmunofluorescencia de eleccién desde
el punto de vista clinico practico. (Harrus, Day, Waner, & Bark, 2001). Con esta técnica pueden
detectarse los anticuerpos a los 7 dias post infeccién aunque en algunos casos puede que no den un
resultado positivo hasta el dia 28 de la inoculacién. La mayoria de los laboratorios miden niveles de
IgG, valores de titulo superior a 20 UI se consideran positivos, pero esto depende del laboratorio con el
que se trabaje. En el laboratorio con el que se ha trabajado en los casos clinicos expuestos a
continuacion dan titulo positivo a partir de valores superiores a 40 UL, (Waner, et al., 1996).

La capacidad de infectividad por parte de E. canis para afectar diversos 6érganos ha sido ilustrado en
algunos estudios de la patogenia donde en 100 perros que sufrieron pancitopenia crénica en el sureste
de Asia, los hallazgos histopatolégicos incluyeron infiltraciones linfociticas, monocitica y plasmaticas
y manguito perivascular, estas anormalidades han sido encontradas en diversos 6rganos como el
sistema nerviosos central, ojos, sistema linfatico, bazo, higado, rifiones, vejiga, pancreas, testiculos y
préstata, (Hildebrandt, Conroy, McKee, Nyindo, & Huxsoll, 1973). Las lesiones petequiales y
equimoticas de piel y mucosas que son observadas en animales infectados siempre fueron visibles las

hemorragias microscopicas y macroscépicas de acuerdo al curso de la enfermedad se ha determinado
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una variada sintomatologia de signos clinicos y hematolégicos, (Hildebrandt, et al., 1973). Y para su

estudio se ha dividido en tres fases:

A. Fase Aguda

Tras un periodo de incubacién de 8 a 20 dias se inicia dicha fase y dura de 2 a 4 semanas. Se
caracteriza por alteraciones hematoldgicas: Trombocitopenia, leucopenia y anemia leve variable,
(Munhoz, et al., 2012). Otras alteraciones que se pueden presentar son pérdida de peso, anorexia,
letargia, hipertermia de 41° C, linfadenomegalia, exudado oculonasal seroso o purulento, hemorragias,
disnea. Debido al corto periodo de incubacién se puede encontrar en algunos de estos animales una
infestacion evidente de garrapatas, si no han sido eliminadas todavia. En la mayoria de los casos se
resuelve esta fase de forma espontdnea se inicia la siguiente fase, (Smith, Sells, Stephenson, Ristic, &

Huxsoll, 1976).

B. Fase Subclinica

Puede durar de meses a afios. En esta fase el animal recupera el peso perdido y resuelve la hipertermia
llegando a tener temperatura corporal normal. En algunos animales puede ser eliminado el parésito, si
su estado inmune es competente, Aunque en la mayoria persiste, instaurdndose en la fase cronica,

(Eddlestone, et al., 2007).

C. Fase Cronica

Puede manifestarse como una enfermedad leve con alteraciones hematolégicas y de peso
irrelevantes, o por el contrario, se pueden generar cuadros con: Trombocitopenia, que den sintomas
tales como palidez de mucosas, petequias, equimosis en mucosas, y/o hemorragias importantes como la
epistaxis, (Hildebrandt, et al., 1973), nefropatia con eliminacién de proteinas, glomerulonefritis por

depositos de complejos inmunes sobre los capilares del glomérulo, dando lugar a proteinuria que puede
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llevar a la hipoalbuminemia que provoca edema ventral, disnea o tos por el edema intersticial de
pulmén, (Luckschander, et al., 2003), hepatomegalia, esplenomegalia o linfadenopatia. Los signos en
ojos como consecuencia de la glomerulonefritis, son la uveitis, hiperemia, retinitis, desprendimiento de
retina, cambio de color de ojos y ceguera. Las alteraciones neuromusculares principales son meningitis,
hemorrdgica con hiperestesia, estupor y convulsiones, (de Castro et al. 2001), (Luckschander, et al.,
2003). Las claudicaciones y rigidez se deben a los depdsitos de complejos inmunes en las

articulaciones, (Andrade, et al., 2014), (Theodorou, et al., 2015).

3.2.17. Hallazgos en érganos y tejidos

3.2.17.1 Higado

La examinacion histopatolégica del higado en perros demostraron que el 18 % tenian un acumulo de
células plasmadticas en las venas centrilobulares y en las triadas de la vena porta, la actividad hepdtica
se incrementa en forma de triada de forma leve a moderada la actividad de las enzimas, alanina
aminotransferasa, lipasa pancreatica y la fosfatasa alcalina, en la infeccién por E. canis
patolégicamente se relaciona con una infiltracién de linfocitos, células plasmdticas y macréfagos en
infecciones experimentales, resultando en una distorsién pronunciada de las células 4cinares,
(Mylonakis, et al., 2014). En otro estudio experimental la degradacion grasa centro lobular y de leve a
moderada infiltracién de células mononucleares en las zonas perivascular y periportal. La necrosis o
degradacién centro lobular y plasmocitosis ha sido observado en infecciones naturales en Grecia,
(Mylonakis, et al., 2010).

Un caso reciente reportado de Erliquiosis canina aguda ha descrito en un perro una severa hepatitis,
anorexia vomito intermitente y diarrea con una duracion de 5 dias en este perro la hepatitis portal fue
diagnosticada con la presencia de Ehrlichia en los monocitos y linfocitos en el tejido hepatico. La
morula de E. canis fue corroborada por la metodologia de inmunohistoquimica usando un anticuerpo

policlonal monoespecifico para gp36 de E. canis 16S ADN ribosémico, posteriormente amplificado
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por PCR a partir de sangre y de tejido hepético fue 100 % similar a la cepa de Grecia. El tratamiento
con doxiciclina ha sido efectivo para disminuir la fiebre y eliminar los signos clinicos, (Mylonakis, et
al., 2010), (Peleg, Baneth, Eyal, Inbar, & Harrus, 2009). Ehrlichia chaffeensis es una Rickettsia
relacionada genéticamente con E. canis que ha sido documentada como agente etiolégico de casos de
hepatitis aguda en humanos tanto en E. canis como E. chaffeensis su seroconversion ocurre en etapas
tardias de la enfermedad esto quizd debido a la respuesta desproporcionada del higado en virtud de que
solo habia pocas mérulas en el parénquima hepético, la sospecha de una respuesta por encima de lo

esperado ha sido sugerida.

3.2.17.2 Bazo

El crecimiento del bazo o esplenomegalia es una de los hallazgos patoldgicos y clinicos de los estadios
crénicos de la enfermedad. En la fase aguda de esta inflamacién es no congestiva y es causada por una
proliferaciéon difusa de linfocitos, células blancas y rojas. El bazo ha sido el denominado como el
mayor reservorio de Ehrlichia canis probablemente debido a la abundante concentracién de
macréfagos en este 6rgano, en algunos estudios también lo consideran como el tltimo espacio antes de
la eliminacién de las Rickettsias del organismo. El bazo es la fuente de eleccién para fines de
diagnéstico molecular en las diferentes fases. En un estudio de perros se present trombocitopenia
dentro de los signos clinicos para erliquiosis, al realizar aspirados se puedo determinar moérulas del
patégeno en el 48.5% de las muestras y al realizar pruebas de PCR se determind la presencia en el
72.5% de DNA de E. canis en los aspirados, (Harrus, et al., 2011), (Faria, et al., 2010), (Peleg, Baneth,

Eyal, Inbar, & Harrus, 2010).

El bazo juega un rol importante en la severidad y la fisiopatologia de la enfermedad, la evidencia en el
deterioro del sistema inmune en la patogénesis de esta enfermedad se observé en perros

esplenotomizados versus perros infectados artificialmente con E. canis, (Harrus, Waner, et al., 1998),
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aunque los perros a los cuales se les ha retirado su bazo desarrollaron titulos de anticuerpos en el
mismo tiempo que los caninos no operados, quienes desarrollaron una forma mas leve de la
enfermedad. Durante la fase aguda el consumo de alimento fue méas bajo en el grupo no operado que
en los sometidos a esta cirugia y una elevacién de temperatura mds notoria en ellos, los pardmetros
hematoldgicos, hematocrito, concentracion de hemoglobina y plaquetas fueron significativamente
afectados en los operados, indicando que el bazo juega un rol estimado en la patogénesis de la

enfermedad, (Faria, et al., 2010).

3.2.17.3 Sistema linfatico

El crecimiento de los ganglios linfaticos o linfadenomegalia es un hallazgo frecuente en la fase aguda,
(Harrus & Waner, 2011), este es el resultado de la hiperplasia tanto de los linfocitos T y B que
responden en la produccién de anticuerpos contra los antigenos de las erliquias, (Reardon & Pierce,
1981a). Uno de los principales cambios histoldgicos es la alteracién en la arquitectura del tejido
linfopoyético dando como resultado plasmocitosis y una acumulacién perivascular generalizada de
células linfoides y plasméticas. Las células B, bajo una apropiada estimulacién secretan gamma
globulinas, la intensa plasmocitosis estd relacionada con la hipergammaglobulinemia que se observa en
la etapa aguda de la enfermedad, las anormalidades morfoldgicas se han visto que se desarrollan en
perros con fase crénica, el incremento de células plasméticas es desconocida y el aumento de linfocitos
B se cree que esta relacionada a la respuesta hiperinmune asociada a las lesiones y a la fisiopatologia

que produce la erliquiosis, (Mylonakis, Koutinas, & Leontides, 2006).

Los hallazgos en la medula 6sea estdn relacionados con los encontrados en el conteo hematolégicos en
perros enfermos, reflejando la abundancia de las células plasmaticas, sin embargo algunas veces se
hallan presentes pocos adipocitos. En la fase aguda se incrementan los megacariocitos en la medula

dsea como respuesta a la trombocitopenia periférica lo cual indica una trombopoyesis, (Reardon &
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Pierce, 1981a), se ha visto también decremento en de células mieloides y eritriodes, (Hildebrandt, et

al., 1973).

El efecto de aplasia de medula 6sea es el hallazgo mds evidente de la fase crdnica la cual es el
resultado de la supresion o necrosis de la medula dsea resultante de una pancitopenia periférica severa
que lleva a una debilidad generalizada debida a la anemia, a un incremento a la susceptibilidad a
infecciones por la leucopenia, hemorragias extensas debido a la falla en las plaquetas y

trombocitopenia, (Waner, et al., 1996).

3.2.17.4 Sistema nervioso central

En el examen histolégico el 96 % de los perros con enfermedad crénica presentan plasmocitosis en las
meninges con una mayor proporcién de células plasmdticas y en menor grado pocos linfocitos, otras
células que se encuentran pero en forma inmadura son los del sistema reticulo endotelial
principalmente monocitos, en la mayoria de los casos cronicos las células mononucleares forman
acumulos en los alrededores de los vasos sanguineos, siendo los sitios de predilecciéon el tronco
cerebral, el mesencéfalo y la corteza cerebral, en el 13% de los casos las hemorragias se observaron en
el cerebro. Las manifestaciones clinicas mdas sobresalientes fueron meningitis y/o meningitis
hemorragica, en forma experimental con 14 perros todos desarrollaron meningitis, (Panciera, Ewing, &
Confer, 2001), los signos de esta inflamacién meningea incluian: ataques, estupor, taxia, disfuncién
vestibular central o periférica, anisocoria, disfuncién cerebelar, tremores y también hiperestesia, en
contraste cuando se realizé infeccién intencional con E. ewingii, E. chaffeensis y A. phagocytophilum
no ocurrid meningitis en estos perros, (Ewing, et al., 1997), estas meningitis fueron descritas
patolégicamente como leptomeningitis linfoplasmocitica acompafiada de una leve infiltracién celular

neuroparenquimal en vasos y gliosis de astrocitos, (Carter & Miller, 1997).
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3.2.17.5 Sistema oftalmologico

Uno de los principales 6rganos de los cuales tiene predileccion la Ehrlichia canis son los ojos donde
las afecciones oculares, estas patologias fueron documentadas en el 43% de perros afectados por E.
canis, en estudios experimentales el 50 % de los perros desarrollaron lesiones oculares principalmente
en la fase aguda y pocos en la subclinica. Un estudio retrospectivo en Espafa reporté enfermedad
ocular bilateral en el 37% de perros que se infectaron naturalmente, (Leiva, Naranjo, & Pena, 2005),
encontrdndose también el efecto del manguito perivascular por células de la capa del ganglién de la
retina el 43%, manguito perivascular en la esclera inmediatamente posterior al limbo, (Hildebrandt, et
al., 1973). Las lesiones reportadas se han visto que ocurren en la mayoria de las estructuras del ojo y
solo algunos casos se presentan en una sola estructura afectada, (Komnenou, et al., 2007). La uveitis
bilateral anterior y las lesiones retinales son consideradas como los hallazgos mds frecuentes en perros
afectados naturalmente Otras de las lesiones tales como la ulceracién corneal, escleritis necrotica,
disminucién en la produccién de ldgrimas y celulitis orbital, han sido diagndsticos adjuntos a la
enfermedad por erliquiosis monocitosis canina, (Komnenou, et al., 2007), (Harrus, Ofri, et al., 1998).
La mayoria de los perros infectados con E. canis desarrollan hipergammaglobulinemia que en la
mayoria es policlonal. Algunos de estos perros en ocasiones desarrollan paraproteinemia caracterizada
por gammapatia monoclonal, la hiperviscosidad del humor vitreo también se ve en casos de ceguera
repentina debido a hemorragia subretinal asociada con hiperviscosidad debido a erliquiosis monocitica

canina ha sido documentada, (Hoskins, Barta, & Rothschmitt, 1983).

En un estudio se comparé la relativa habilidad de E. canis, E. chaffeensis, E. ewingii y Anaplasma
phagocytophilum para inducir problemas inflamatorios en ojo y meningitis, solo E. canis provoco
uveitis y meningitis en infecciones inducidas en perros, (Panciera, et al., 2001). Los demads

microorganismos erliquiales fallaron al tratar de producir estos signos y lesiones en perros.
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3.2.17.6 Sistema cardiovascular

Macroscopicamente y microscopicamente se han encontrado lesiones de origen hemorrdgico en el
corazén del 84% de los perros afectados con monocitosis por Ehrlichia, (Hoskins, et al., 1983). Las
alteraciones hemostédticas pueden ser probablemente perjudiciales para las funciones cardiacas.
Ademads ocasionalmente las células mononucleares se agregan encontrandose en la proximidad de los
vasos pequefios del miocardio y en el tejido graso pericardio, (Baneth, Harrus, Gal, & Aroch, 2015).
Evidencias recientes sugieren un incremento en el riesgo para dafio miocardico para perros con la
afeccién aguda por Ehrlichia. Las técnicas de electrocardiograma, ecocardiograma, presién sanguinea
no invasiva y medicién de troponina 1 sérica cardiaca (cTnl) fueron evaluados en 194 perros
brasilefios con anormalidades clinicas y de laboratorio que indicaban Erliquiosis monocitica canina,
(Ferreira, et al., 2014), (Mylonakis, et al., 2010). Los perros infectados con E. canis tenian elevado la
c¢Tnl comparado con los controles negativos. Los autores concluyeron que la infeccién aguda con E.
canis puedes ser factor de riesgo para caninos infectados naturalmente, puntualizando que este y la

anemia son los rasgos mas significativos en la fisiopatologia del dafio miocardico en canidos.

3.2.17.7 Sistema pulmonar

Infecciones experimentales con Ehrlichia canis provocan neumonia sincitial durante la fase aguda de la
enfermedad, (Reardon & Pierce, 1981b). El septo alveolar  en los pulmones se hallé6 con
engrosamientos e infiltraciones de macréfagos y de células mononucleares, acumulaciones focales de
linfocitos y macréfagos debajo y dentro del endotelio vascular fueron encontrados en pequefas y
medianas arterias y venas. En otro estudio experimental con pastores alemanes fueron evidentes los
focos pequeiios de células mononucleares infiltradas en el septo alveolar, (Gonzalez, Castro Ddel, &
Gonzalez, 2004). Estudios de los pulmones por microscopia electrénica y de luz de perros con

infeccién por Ehrlichia canis contenian mérulas de este patdgeno adheridas a la luz de la superficie de
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las células epiteliales de las arteriolas y capilares, (Simpson, 1974). El microscopio electrénico reveld
una relacién entre las células del endotelio de las arteriolas y de células mononucleares parasitadas.
Donde se encontré mds moérulas fue en las bifurcaciones del endotelio de las arteriolas. Aunque F.
canis parasita monocitos las muestras que son tomadas a partir de los pulmones estardn mejor visibles

segtin este estudio, (Stockham, et al., 1992).

3.2.17.8 Sistema renal

En algunas investigaciones el 98% de los perros infectados naturalmente con E. canis se
diagnosticaron histolégicamente con células plasmaticas infiltradas alrededor de las venas y arterias en
las uniones cortico medular, (Codner & Maslin, 1992), estudiaron las reacciones resultantes a la
infeccion de a E. canis. La infiltracion de células plasmadticas e histiocitos dentro de la corteza externa
del rifion extendiéndose hacia la unién cortico medular los infiltrados fueron observados al igual que
necrosis focal y edema perivenular y periglomerular. Patolégicamente los cambios que se han
encontrado en ambos tibulo renal y elementos glomerulares en perros infectados experimentalmente
con E. canis. La proteinuria fue demostrada durante la fase aguda de la erliquiosis, el pico de pérdida
de albumina en la orina fue observado en un tiempo de 2.5 a 3.5 semanas después de la infeccion. La
examinacion histolégica durante la fase aguda revelo infiltrados perivenulares, linfociticos y
plasméticos especialmente en la corteza renal, (Luckschander, et al., 2003). La tincién por
inmunofluorescencia demostré de demorada a marcada de posicién de anticuerpos IgG e IgM anti
canino en la corteza y en la medula renal. El microscopio electrénico revelo la unién de un proceso de
un podocito durante el periodo del pico de proteinuria. Los cambios fueron interpretados como
minimos en el glomérulo que es atribuible a la causa de la proteinuria que contribuye a la
hipoalbuminemia observada durante la fase aguda de la erliquiosis monocitica canina. Causa

deposicién de amiloidoisis renal, (Bonfanti, Zini, Minetti, & Zatelli, 2004).

41



3.2.18. Diagnéstico de Erliquiosis Canina.

La efectividad para determinar la presencia de agentes patdgenos en un organismo animal confiere
diversas técnicas que se pueden emplear para diagnosticar este tipo de padecimientos.

a) Diagnostico serolégico pruebas comerciales, (IDEXX ®).(Rufino, et al., 2013).

b) Con técnica PCR (reaccién cadena de polimerasa), (Kongklieng, et al., 2014).

¢) Aspiracion de médula désea o de algin 6rgano involucrado. Viendo la mérula de E. canis, (Harrus,
et al., 2011).

d) Moérula de E. canis en monocitos en un frotis sanguineo en tincién Diff-Quick®, (Beraki, Olsen, &

Sauer, 2012).

3.3. Erliquiosis granulocitica humana por Ehrlichia chaffeensis

3.3.1. Definicion de Erliquiosis Granulocitica Humana

La Erliquiosis humana es una zoonosis causada por la transmision de la bacteria Ehrlichia chaffeensis,
la principal forma de entrada del patégeno es atraves de la inoculacién por garrapatas duras, donde al
ingresar se aloja en macréfagos y células granuladas, replicindose y destruyendo cada célula
parasitada, (Walker, et al., 2004).

Conforme a su distribucién mundial las dos formas més frecuentes de zoonosis son causadas por F.
canis y E. chaffeensis, los antecedentes de estos patégenos en el mundo se registraron en el continente
Africano en la década de los 307s, (Donatien, Lestoquard, & et al., 1947). Sin embargo los primeros
reportes en caninos se determinaron en perros pastor de la raza Alemén en la guerra de Vietnam en
1970, (Harrus & Waner, 2011).

E. chaffeensis es un patégeno obligado que se ha colocado en un conglomerado de bacterias
clasificadas a-proteobacterias este grupo produce problemas patoldgicos en humanos y canidos, que de

acuerdo a sus estructuras de su membrana y a su tincién pertenece a su a las gram negativas al igual
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que todos los miembros del género Ehrlichia son patdgenos que afectan a perros pero en afios recientes
se ha reconocido como enfermedad emergente encontrado casos en humanos en los cuales E.
chaffeensis se ha determinado como causante de problemas neuroldgicos como dolor de cabeza,
meninigismo, y estados mentales alterados, histopatolégicamente se ha encontrado en cerebro y
meninges un infiltrado atipico de células linfoides en vasos sanguineos y en el parénquima de los
espacios de Virchow-Robin, (Grant, Hunter, & Partin, 1997). Cuando un nimero significante de casos
fueron reportados en perros pastores Alemanes fueron descritas las fases de esta enfermedad en aguda,
subclinica y crénica. Los sintomas son similares en todas las etapas pero en la fase crénica el cuadro se
exacerba poniendo los sintomas de mayor apreciacién que en la aguda y la subclinica. E. canis has sido
encontrada en todas las razas de perros pero en el pastor Aleman es donde se ha encontrado mayor
porcentaje de mortalidad, (Peleg, et al., 2010). En un estudio reciente del 2006 se logré determinar la
presencia de E. canis en pacientes humanos probando la compatibilidad de la patogenicidad al igual

que E. chaffeensis y E. ewingii, (Reeves, Loftis, Nicholson, & Czarkowski, 2008).

3.3.2. Caracteristicas clinicas de la Erliquiosis Granulocitica Humana

La enfermedad causada por E. chaffeensis debido a que es un padecimiento relativamente nuevo en
nuestro pais es necesario aprender la presentacion de su cuadro clinico en nuestro pais ya que los
reportes dan como principal signo que en la infeccion en vertebrados se halla localizada
predominantemente en células fagociticas mononucleares. La enfermedad por Ehrlichia chaffeensis
afecta a una porciébn de las células blancas sanguineas, especificamente a los monocitos
polimorfonucleares, aunque se han hallado en linfocitos atipicos, promielocitos, metamielocitos y
neutréfilos banda y segmentados en los cuales se llega a alojar esta bacteria llegando a encontrarse 1 o
2 moérulas en su interior interfiriendo con su metabolismo y al replicarse dentro de estos limita sus

funciones en el organismo hospedero, (Paddock & Childs, 2003), provocando debilidad en el sistema
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inmunoldgico, se han reportado casos fatales debido a los efectos secundarios en pacientes

inmunocomprometidos como los que presentan cuadros de HIV positivos, (Paddock, et al., 2001).

3.3.3. Agente etiologico

Ehrlichia chaffeensis, es un cocobacilo que es conocido por su transmisioén por ectopardsitos como las
garrapatas principalmente, produciendo una enfermedad conocida como Erliquiosis monocitica o
granulocitica humana, son cocobacilos pequefos de tincién gram negativa, la cual tiene un tropismo
directo sobre los glébulos blancos, al estar en torrente sanguineo pueden llegar a infectar células del
endotelio y células del musculo endotelial vascular, presenta un tamafio aproximado de 1 pm de
diametro, su forma de replicar es por fisién binaria, estando en 6rganos o en tejidos es capaz de hacer
conglomerados celulares denominados biofilms que son colonias conocidas como moérulas. La bacteria
E. chaffeensis perteneciente a la familia Anaplasmataceae, clasificada en el orden de las Rickettsiales,

es pleomorfica pero es detectable intracelularmente en células granulociticas, (Walker, et al., 2004).

3.3.4. Epidemiologia

De acuerdo recientes estudios en cuanto a la epidemiologia E. chaffeensis tiene una reciente
documentacién en referencia a reportes médicos y articulos cientificos, (B. E. Anderson, Dawson,
Jones, & Wilson, 1991) en los cuales desde la década pasada se ha apreciado su incidencia en algunas
personas, provocando una diversidad de sintomatologia y signologia que ha determinado con exactitud
las principales patologias que son atribuibles a este género bacteriano. Los primeros casos reportados
fueron en el estado de Arkansas en Estados Unidos de Norte América donde un individuo de sexo
masculino se le identific6 a este patégeno que quizas fue transferido por alguna garrapata procedente
de algin perro, (Dunn, et al., 1992). En los Estados Unidos E. chaffeensis se ha encontrado en
Amblyomma americanum, en el afio 1986 fue cuando se determind por primera vez como Erliquiosis

humana, (Mixson, Ginsberg, Campbell, Sumner, & Paddock, 2004).
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3.3.5. Distribucion mundial.

El primer hallazgo de este agente patégeno fue en el estado de Arkansas durante abril de 1986 se
encontrd un paciente que habia tenido contacto con garrapatas y al realizarle estudios para determinar
sus afeccidn se encontré muchas inclusiones citoplasméticas en células monociticas. La incidencia de
esta patologia comienza a ser estudiada y se han encontrado en diferentes partes del mundo, como en
China, (Cao, et al., 2000), Corea (Heo, et al., 2002), Brasil (Machado, Duarte, Dagnone, & Szabo,
2006), Venezuela (Martinez, et al., 2008), Africa (Pretorius & Kelly, 1998), Costa Rica (Rojas,
Castillo, & Marin, 2015), en México desde el afio de 1999, (Gongora-Biachi, Zavala-Velazquez,
Castro-Sansores, & Gonzalez-Martinez, 1999) se demostré su evidencia. Recientes estudios estan
favoreciendo la evidencia de hallazgos epidemioldgicos en diferentes partes del mundo donde se tenia
la sospecha de casos clinicos que tenfan un porcentaje alto en la similitud con los signos

patognomonicos de la erliquiosis humana.

3.3.6. Vectores, reservorios y ciclos de transmision.

En Europa se ha encontrado que uno de los principales vectores competentes para su transmision es
Ixodes ricinus, (Procajlo, Skupien, Bladowski, & Lew, 2011), en nuestro continente la actividad de
Rhipicephalus sanguineus y Amblyomma americanum es la mds ligada a la presencia epidemioldgica
de E. chaffeensis, (Killmaster, Loftis, Zemtsova, & Levin, 2014), Dentro de los reservorios citados se
encuentran los coyotes (Kocan, et al., 2000), mapaches (Comer, Nicholson, Paddock, Sumner, &
Childs, 2000), venados (W. R. Davidson, et al., 2001), Lémures (Williams, et al., 2002) y perros (X. F.

Zhang, Zhang, Long, Ruble, & Yu, 2003).
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3.3.7. Deteccion molecular de Ehrlichia chaffeensis en garrapatas.

Como se ha venido exponiendo la técnica para preservar y poder llevar a cabo la técnica de la PCR es
la misma, la obtencién del ejemplar a analizar deberd reunir ciertos criterios para realizar la
determinacion de E. chaffeensis en garrapatas, es un proceso en el cual la extracciéon del ADN del
vector y su adecuado almacenamiento son de suma importancia para encontrar el fragmento de esta
bacteria y asi mismo diagnosticar como positivo a un paciente si este vector fuese colectado de algin
humano o perro, incluso si se llevara algiin estudio de endemia de este patégeno y su recoleccion se

haya efectuado a partir de un origen silvestre, (Luo, Zhang, Wakeel, Popov, & McBride, 2008).

3.3.8. Prevenciéon

Los estudios preliminares que se han desarrollado alrededor del mundo donde las garrapatas son
vectores potenciales de enfermedades han demostrado que la dnica estrategia preventiva hasta el
momento es el uso de insecticidas y substancias con efecto metabdlico en la absorcién de glucosa de
estos artrépodos, siendo estas la forma mas eficiente de reducir estas patologias en lugares endémicos
de tanto de garrapatas como de patégenos. El uso de ropa adecuada la cual no permite la adhesion de
garrapatas al cuerpo y promueve su facil eliminacién evitando asi estas zoonosis. La propuesta de
inmunizar a algunas especies se ha especulado a partir del desarrollo de la respuesta que se ha otorgado
al purificar la proteina P28 de E. chaffeensis la cual ha dado inmunidad en ratones en forma

experimental, (Crocquet-Valdes, et al., 2011).

4. HIPOTESIS

Las garrapatas del género Rhipicephalus spp extraidas de perros del municipio de Monterrey estdn

infectadas con Borrelia burgdorferi, Ehrlichia chaffeensisy Ehrlichia canis.
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5. OBJETIVO GENERAL

Determinar la presencia de Borrelia burgdorferi, Ehrlichia chaffeensis y Ehrlichia canis a partir de

garrapatas extraidas de perros en Monterrey Nuevo Ledn.

6. OBJETIVOS ESPECIFICOS

6.1. Analizar la presencia de Borrelia burgdorferi en garrapatas extraidas de perros mediante
la técnica de PCR.

6.2. Determinar la presencia de Ehrlichia chaffeensis en garrapatas extraidas de perros por la
técnica de PCR.

6.3. Analizar la presencia de Ehrlichia canis en garrapatas extraidas de perros mediante la
técnica de PCR.

6.4.1dentificar el género de las garrapatas positivas para la presencia de los patdgenos
analizados.

6.5. Obtener la incidencia para cada uno de los patégenos estudiados.

6.6. Determinar los puntos geograficos de zonas positivas para los patégenos en estudio.

7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Sitio de estudio

El estudio fue realizado en la ciudad de Monterrey Nuevo Leén, México que se encuentra localizado
geograficamente en la latitud a 25° 40 ' al norte y con longitud de 100° 18 ' al oeste a una altitud de
537 metros sobre el nivel del mar cuya mancha urbana se encuentra distribuida en un radio de 580.5
km?, rodeado por serranias donde se alberga fauna y flora de la region, encontrdndose reportadas

garrapatas de los géneros Rhipicephalus sanguineus, Rhipicephalus boophilus microplus, Amblyomma
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cajennese, Dermacentor variabilis, mismas que encontramos distribuidas en nuestra colecta. En esta
zona existen perros que viven y deambulan en la calle los cuales son factor de transmisién de estos

vectores en diversas partes de la ciudad.

7.2. Recoleccion de muestras

El presente estudio estd catalogado como transversal analitico, se recolectaron garrapatas de caninos
callejeros remitidos al centro de control canino y felino municipal y de clinicas veterinarias de 130
colonias del sur, norte y centro de la ciudad de Monterrey, obteniendo una garrapata de cada perro que
presentaba una carga parasitaria leve a media y dos de quienes presentaba un parasitosis extrema los
artrépodos se almacenaron en tubos Eppendorf de 2 ml conteniendo alcohol al 70%, estas muestras
quedaron identificadas con datos de procedencia de la colonia y tipo de perro y se llevaron al
Departamento de Parasitologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la U.A.N.L en

donde se identific6 cada uno de los ejemplares a nivel de género y especie.

7.3 Identificacion taxonémica de las garrapatas

La clasificacién de cada una de las garrapatas fue determinada mediante los estdndares y pardmetros
necesarios para estos artrépodos, donde el escudo y el aparato bucal son los principales indicadores que
arrojan datos relevantes de estas especies en particular, por lo cual la conservaciéon de cada uno de
ellos depende una buena extraccién de la piel del hospedero, tratando de siempre hacerlo con el mayor
cuidado para no dafar estas estructuras de los artrépodos ya que de ello depende una buena

identificacién de cada ejemplar, estos hallazgos especificos se determinaron con las claves presentes en
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el handbook # 485 del manual de veterinaria de “Tick of veterinary importance, Departement of

Agriculture of USA”.

7.4 Extraccion de ADN a partir de las muestras colectadas

Inicialmente cada uno de los artrépodos se colocé sobre papel serado para su lavado, dejandose secar a
temperatura ambiente, pasdndola a un tubo Eppendorf cénico donde se sometié a un macerado total
tratando de dejar la menor cantidad de tejido disponible, posteriormente se realizé la extraccién de
ADN utilizando el kit All Tissue Lysis™, en donde el procedimiento fue modificado y perfeccionado
en el laboratorio de enfermedades infecciosas emergentes del hospital siglo XXI del IMSS por la Dra.
Maria Guadalupe Gordillo Pérez, (comunicacién personal) como se describe a continuacion: se
adicionaron 180 pL de buffer de lisis del kit antes descrito marca Qiagen®, posteriormente se agregd
20 pL de Proteinasa K la cual se activa a una temperatura de entre 50 y 60°C, todo esta suspension se
llevé al Vortex por unos 20 segundos, posteriormente se colocé la muestra por 1 hora en bafio (Block)
a una temperatura de 56°C para después centrifugar a 8000 RPM durante 3 minutos, se adicionaron
200 pL de buffer ALT Qiagen® volviendo a colocar en bafio Block a 70 °C por 10 minutos y
agregando etanol, se transfirié a un nuevo tubo Eppendorf de 1.5 ml y se vertié directo a los tubos
columnas, los cuales se centrifugaron nuevamente a 8000 RPM por 1 minuto. Como paso final se
llevé a cabo una etapa de lavado, agregando la solucion AW1 500 pL procurando no tocar el anillo del
orificio del tubo para evitar contaminacién y después se centrifugd a 600 RPM por 1 minuto, se
adicionaron 500 pL de la solucion buffer AW2 y se centrifugd a 13000 RPM por 3 minutos; al retirar
el tubo con el sobrenadante liquido se colocé el tubo columna en el interior de otro tubo de 1.0 ml y se
agregaron 100 pL de agua bidestilada, posteriormente se centrifugd a 6000 RPM durante 1 minuto

para finalmente colocar en el interior del tubo Eppendorf, el cual fue cerrado y almacenado a -20 °C .
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7.5 Técnica de Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Inicialmente se amplificé una regién del gen 16S ribosomal de Ehrlichia sp. Posteriormente se

desarrollé la PCR anidada para determinar las dos especies del género Ehrlichia tanto para E. canis

como E. chaffeensis con la idea de confirmar la presencia de ambas especies en las garrapatas

colectadas.

La estandarizacion de la PCR para B. burgdorferi se estableci6 con las mismas condiciones. Para cada

una de las reacciones de PCR se utilizaron 8 pM dNTP’s, 25 uM Mg Cl, 10 X de Buffer PCR, 2.5

UM cada uno de los primers especificos del patégeno a analizar, 10 U de enzima Taq polimerasa y

240 ng de ADN aforando con agua MiliQ a un volumen final de 25ul.

La siguiente tabla muestra la secuencia de los oligonucleétidos utilizados para cada microorganismo, el

protocolo de amplificacién y el tamafio del amplificado:

Pat6geno Secuencia de los oligonucledtidos Tamafio del | Programa de amplificacién
amplificado

Borrelia FlaBcDNA flaBb 246-pb 246 pb 94°C por 4 minutos
Fwd : AACACACCAGCATCACTTTCAGG 5°—3’ 95 °C por 1 minutos

burgdorferi | FlaBcDNA 52 °C por 2 minutos
Rev: 72 °C por 1 minuto
GAGAATTAACTTCCGCCTTGAGAAGG 3'— 5’ 72 °C por 7 minutos
(Esteve-Gassent, et al., 2015) 35 ciclos

Ehrlichia E16S ARNr 800 pb 72 °C por 1 minuto

spp gen | 1 Fwd ATCATGGCTCAGAACGAACG 3'—5’ 72 °C por 7 minutos

16S ADN | 2 Rev CTCATCGTTTACTCGGTGGACT 5'—3’ 95 °C 4 minuos

(Vinasco, et al., 2007)

94 °C 30 segundos
45 °C 5 segundos
72 °C 1 minuto
72 °C 5 minutos
35 ciclos
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Ehrlichia | I5F 5 —3 y 842R 3> 5’ 400 pb
canis ECC: AGAACGAACGCTGGCGGCAAGCC 5'—3’
CGTATTACCGCGGCTGCTGGC 35

(Vinasco, et al., 2007) 95 °C 4 minutos

94 °C 30 segundos
45 °C 5 segundos

Ehrlichia HE-3-R 400 pb 72 °C 1 minuto
TATAGGTACCGTCATTATCTTCCCTAT ~ 3'—5’ 72°C 5 minutos
chaﬁ‘eensis ECA-F (EcHE1) 35 ciclos

CAATTATTTATAGCCTCTGGCTATAGGAA 5 — 3~
(Vinasco, et al., 2007)

Tabla.- 1 Técnica de la reaccién en cadena de la polimerasa para la determinacién de Borrelia

burgdorferi, Ehrlichia canis y Ehrlichia chaffeensis.

Los productos de amplificacion se analizaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1.5% a 80
volts por 45 minutos utilizando el colorante SYBR Green® y visualizando bajo la luz UV del

transiluminador (Quantum®).

7.6 Analisis estadistico
En el presente estudio se aplicé la estadistica descriptiva, la cual resulto la més acertada para
determinar con los datos recabados los porcentajes de garrapatas infectadas y positivas a la prueba de

PCR para cada uno de los patégenos determinando la incidencia de estos patégenos.
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8. RESULTADOS

8.1 Identificacion taxonomica de las garrapatas colectadas

Se recolectaron un total de 400 garrapatas, provenientes de 380 perros, de los cuales 360
correspondian a perros recogidos de colonias y que estaban en custodia en el centro de control canino y
felino del municipio de Monterrey, de los cuales se obtuvo una sola garrapata y de los 20 caninos
restantes provenientes de clinicas veterinarias, se obtuvieron 2 artrépodos de los cuales se hizo un pool
para los estudios posteriores.

Se realiz6 la identificacién de las garrapatas recolectadas en el Laboratorio de Parasitologia de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de la U.A.N.L. en donde se encontré que de las 400
garrapatas recolectadas, 349 (87.2%) correspondian a Rhipicephalus sanguineus, 44 (11%) a

Rhipicephalus boophilus microplus, 4 (1%) a Amblyomma sp 'y 3 (0.7%) a Dermacentor sp.

| wlll / N
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%

a) b) c) d)

Fig. 3. Ejemplares de garrapatas colectadas en Monterrey, Nuevo Ledén. a) 2 hembras adultas
engordadas: izquierda Rh. boophilus microplus derecha: Rh. sanguineus. b) 2 hembras de Rh.
boophilus microplus inferior: iniciando estadio de engorda, superior: engordada. c¢) dos machos:
izquierdo: Rhipicephalus sanguineus, derecho: Rh. boophilus microplus d) macho Rhipicephalus
sanguineus adulto.
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8.2 Determinacion de la presencia de Borrelia burgdorferi, en garrapatas extraidas de perros

mediante la técnica de PCR.

De las 400 muestras analizadas por PCR para Borrelia, dos de ellas (0.5%) resultaron positivas a la
amplificacion del gen: Fla, una muestra fue positiva en una garrapata Rh. sanguineus y una segunda
muestra fue localizada en un artrépodo del género Rhipicephalus boophilus microplus como se muestra

en la Fig.4.

MPM CP CN 1 2 3 4

246 pb

Fig. 4. PCR para amplificacion de gen Fla de Borrelia burgdorferi. (MPM) marcador de peso
molecular 100 pb ladder H3 RTU, (CP) control positivo cepa BbSS ATCC, (CN) control negativo,
carril 1, muestra de ADN de Rh. boophilus microplus, carril 2 muestra, carril 3 ADN de Rhipicephalus
sanguineus, carril 4 muestra negativa.
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8.3 Determinacion de la presencia de Ehrlichia spp, Ehrlichia canis y Ehrlichia chaffeensis en

garrapatas extraidas de perros mediante la técnica de PCR y PCR anidado.

Al analizar el gen 16s ARN para el género Ehrlichia spp se pudo demostrar la presencia de 36/400
(9%) garrapatas positivas a este patégeno, donde 32 garrapatas fueron positivas para Ehrlichia canis
de 32/400 (7.25%) de nuestra muestra total y 7 para Ehrlichia chaffeensis (1.75) %, todas estas

procedentes de Rh. sanguineus.

M(CNABCDEFGHTI JKLMN O (CP)

800 pb

Fig. 5. PCR para el gen 16S ARN del Genero Ehrlichia spp. Gel de agarosa al 1.5 %, M,
marcador de peso molecular 100 pb ADN Ladder H3 RTU, CN Control negativo, A-O Muestras de
garrapatas, mostrando la amplificacién del Gen 16S para Ehrlichia spp las muestras de garrapatas 246
(J), 383 (L), 385 (N) de Monterrey, Nuevo Ledén, México, CP Control positivo: cepa de referencia.
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MCNCP A B C DE FG HTITIJ KL MUOUPA QR

Fig. 6. PCR anidado para el género de Ehrlichia chaffeensis. Gel de agarosa al 1.5 % donde se
analizé la presencia de Ehrlichia chaffeensis en garrapatas extraidas de perros por la técnica de PCR
anidado, M marcador de peso molecular de 100 bp ADN ladder H3 RTU, CN control negativo, CP
control positivo, carriles K, M y P resultados positivos con un peso de 400 pb para las muestras 309,

326 y 339 respectivamente. La muestra del carril O fue reamplificada y resulté positiva para la
muestra 331.

M CPA B C D E F GHTIYJCN

' 400 p.b.

Fig. 7. Amplificacion por PCR anidado para Ehrlicha canis. Gel de Agarosa al 1.5%, M, marcador
de peso molecular (100 pb ADN Ladder H3 RTU Nippon Genetics®) carriles, CP control positivo y
carril h muestra negativa, CN control negativo, las muestras positivas de un tamafio de 400 pares de
bases en los carriles A, B, D, E, F, 1. Carriles C, G y H muestras negativas para el andlisis de la
presencia de Ehrlichia canis en garrapatas colectadas de perros mediante la técnica de PCR.
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8.4 Ubicacion de las colonias y estimacion de resultados positivos de acuerdo al sector oriente y

poniente de la ciudad.

El municipio de Monterrey tiene aproximadamente 500 colonias, dentro de las cuales nuestro estudio

permiti6 la colecta de 130 colonias dentro de las cuales se analizaron los Ixodidos muestreados y al

analizarlos se encontrd los datos siguientes:

Colonias analizadas

Ubicacién geogréfica

Hallazgos de patdgenos

70 Oriente 12
57 Poniente 21
3 Centro 3

Tabla 2.- Colonias muestreadas y con presencia de patégenos en oriente y el poniente de la ciudad de

Monterrey.
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La presencia de estos patégenos se esquematiza a continuacién donde fueron positivas a Ehrlichia

canis 32/400 (8%), Ehrlichia chaffeensis 7/400 (1.75%) y Borrelia burgdorferi 2/400 (0.5%). Las

garrapatas analizadas fueron del género de Rhipicephalus sanguineus y Rh. boophilus sanguineus, la

gréfica a continuacién detalla la presencia de los patégenos en estas garrapatas colectadas en la ciudad

de Monterrey, Nuevo Ledn, México.

Grifica 1.- Garrapatas muestreadas, analizadas y especificando el patégeno hallado en

Muestra

total

Ehrlichia

chaffeensis

Ehrlichia
canis

GARRAPATAS

Borrelia

burgdorferi

GARRAPATAS

ellas.

Muestra | Género-Especie Estadio Colonia Zona Resultado | Resultado Resultado

11 Rhipicephalus sanguineus | hembra Engordada | Mitras centro Poniente | E. canis

13 Rhipicephalus sanguineus | macho adulto Mitras centro Poniente | E. canis

21 Rhipicephalus sanguineus | hembra Engordada | Condocasa mitras Poniente | E. canis

22 Rhipicephalus sanguineus | hembra Engordada | Condocasa mitras Poniente | E. canis

23 Rhipicephalus sanguineus | hembra Engordada | Condocasa mitras Poniente | E. canis

27 Rhipicephalus sanguineus | hembra Engordada | Residencial Lincoln | Poniente | E. canis

175 Rhipicephalus sanguineus | macho adulto Caracol Centro E. canis

201 Rhipicephalus sanguineus | macho adulto Acero Centro E. canis B. burgdorferi | E. chaffeensis
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212 Rh. Boophilus microplus | hembra Engordada | Ciudad satélite Oriente E. canis

234 Rhipicephalus sanguineus | macho adulto Pedregal de la silla Oriente E. canis

236 Rhipicephalus sanguineus | macho adulto Barrio Alameda Poniente | E. canis

237 Rhipicephalus sanguineus | macho adulto Nuevo Repueblo Oriente E. canis

239 Rhipicephalus sanguineus | macho adulto Brisas Oriente E. canis

242 Rhipicephalus sanguineus | macho adulto cerro de la campana | Oriente E. canis

245 Rhipicephalus sanguineus | macho adulto Terminal poniente | E. canis

246 Rhipicephalus sanguineus | macho adulto Zapata poniente | E. canis

299 Rh. Boophilus microplus | hembra Engordada | CROC poniente | E. canis

308 Rhipicephalus sanguineus | macho adulto Regina Oriente E. canis

309 Rhipicephalus sanguineus | hembra Engordada | Aztlin poniente E. chaffeensis
325 Rh. Boophilus microplus | hembra Engordada | Centro Centro E. canis B. burgdorferi

326 Rhipicephalus sanguineus | macho adulto Antonio I. Villarreal | poniente E. chaffeensis
331 Rhipicephalus sanguineus | macho adulto Antonio I. Villarreal | poniente | E. canis

339 Rh. Boophilus microplus | hembra Engordada | Mederos Oriente E. chaffeensis
342 Rhipicephalus sanguineus | hembra Engordada | Popular poniente | E. canis

345 Rhipicephalus sanguineus | hembra Engordada | Paraiso Oriente E. canis

346 Rhipicephalus sanguineus | hembra Engordada | Genaro Vizquez poniente | E. canis

351 Rhipicephalus sanguineus | hembra Engordada | Rubén Jaramillo poniente | E. canis

352 Rhipicephalus sanguineus | macho adulto Kennedy poniente | E. canis E. chaffeensis
353 Rhipicephalus sanguineus | macho adulto Primero de Mayo poniente E. chaffeensis
361 Rhipicephalus sanguineus | hembra Engordada | Primero de Mayo poniente | E. canis

362 Rhipicephalus sanguineus | hembra Engordada | Centrika poniente | E. canis

383 Rhipicephalus sanguineus | hembra Engordada | Jard. de la Moderna | Oriente E. canis

385 Rhipicephalus sanguineus | hembra Engordada | Torremolinos Oriente E. canis

391 Rhipicephalus sanguineus | hembra Engordada | Pablo Gonzilez poniente | E. canis

397 Rh. Boophilus microplus | macho adulto Balcones del Carmen | Oriente E. canis E. chaffeensis
398 Rhipicephalus sanguineus | macho Adulto La bola Oriente E. canis

TOTAL | 32 2 7

Tabla 3.- Localizacion geografica de vectores,

encontrados, en las colonias de Monterrey, Nuevo Ledn, México.

género de garrapatas positivas y patégenos
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La siguiente imagen muestra la ubicacién de la ubicacién en el mapa de Monterrey donde se
determinaron los puntos geograficos de las garrapatas halladas en la ciudad que resultaron positivas a

los patégenos buscados, (Fig. 8).

Jadalupe

g2 & P .

Fig. 8.- Localizacion de las garrapatas colectadas (estrellas amarillas) y positivas a los patogenos
esperados.
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8.5 Analisis de Resultados

Dentro de la practica de la medicina la presencia de enfermedades con cuadros febriles y petequiales en
las cuales hay ocasiones donde se puede llegar a un diagndstico presuntivo erréneo, estos se ha
incrementado y su incidencia en México propone alertas que antes no se apreciaban quizds debido a un
mal control poblacional de sus transmisores. En algunas zonas del pais se han observado casos
clinicos producidos por entidades que han provocado la muerte en quien recurren a la consulta externa
debido a que no se les ha otorgado un tratamiento oportuno y certero, el efecto de la presencia de
perros de vida libre y/o mal atendidos los cuales son probables portadores y juegan el papel de
centinela en el transporte de estos patégenos no ha sido del todo estudiado para evitar la continua
presencia anual. Borrelia burgdorferi es la bacteria causante de la enfermedad de Lyme. Ehrlichia
canis 'y Ehrlichia chaffeensis son microorganismos que provocan padecimientos hematolégicos
catalogadas como transmitidas principalmente por artrépodos hematéfagos produciendo procesos
patolégicos de diversos grados en animales y humanos. En el presente estudio que se realizé en el
municipio de Monterrey, Nuevo Ledn se recolectaron un total de 400 garrapatas principalmente del
género Rhipicephalus sanguineus a partir de perros confinados a la secretaria de salubridad municipal
y algunas otras muestras que procedian de clinicas veterinaria de esta ciudad donde se tomaron
garrapatas a partir de ellos. Estos ectopardsitos se sometieron a un analisis usando la técnica de la
reaccion en cadena de la polimerasa donde se traté de encontrar fragmentos nucleicos especificos de
estos microorganismos, encontrando la presencia de ellos en algunos de estos vectores. El presente
trabajo trata de establecer la relacidn entre garrapatas infectadas y la probable incidencia en nuestra
localidad. La presencia de vectores cuya positividad fueron para B. burgdorferi fue de 1 macho adulto
y una hembra adulta engordada del genero Rh. boophilus microplus, un hallazgo nuevo para esta

especie de garrapata en nuestro estado.
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9. DISCUSION

I. Detecciéon molecular de Borrelia burgdorferi sensu lato.

Las variantes en las técnicas de PCR para determinar la presencia de Borrelia burgdorferi B31 que es
la cepa base para la gran mayoria de pruebas diagndsticas tanto serolégicas como moleculares debido a
que ahora hay pruebas especificas para B. burgdorferi sensu stricto y sensu lato, Las 19 especies que
han sido identificadas como pertenecientes a producir cuadros infecto-contagiosos en el humano y en
algunas especies y que todas ellas son transmitidas por garrapatas han provocado controversia en sus
diagnésticos por metodologias serolégicas ya que se cree que no tienen los mismos epitopes de
superficie de membrana como flagelares que las cepas de referencia dando lugar a los falsos positivos.
La técnica mds efectiva es la hasta ahora es la PCR que determina la presencia de genes que son
especificos en la especie Borrelia burgdorferi y sus serovariantes y que no se hallan en otra
espiroqueta, en el caso nuestro se utilizé la deteccidn del gen Fla, que es uno de los que estdn siempre

presentes en este género.

1. Presencia de B. burgdorferi sensu lato en las garrapatas.

Desde que iniciaron los estudios donde se buscaba determinar la presencia de la enfermedad de Lyme
en nuestro pais, no se ha detallado el dato exacto de la prevalencia y la incidencia de la infeccién por
Borrelia burgdorferi, algunos estudios han encontrado que algunas especies son mds propensas que
otras, mas sin embargo las estadisticas de sus epidemiologia hasta hoy en dia no son exactas. En el
presente estudio encontramos valores donde para la amplificacién de los fragmentos de B. burgdorferi
se utilizaron los oligonucle6tidos BBSL1 y BBSL3 los cuales amplifican una regién de 800 pb,
(Gordillo-Perez, et al., 2009) . La presencia del fragmento nucleico de Ehrlichia canis se amplifica con

los primers 15 Fy 842 R.
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2. Numero y especie de las garrapatas infectadas por Borrelia burgdorferi.

Nuestro estudio determiné que las garrapatas de los géneros Rhipicephalus sanguineus 'y
Rhipicephalus boophilus microplus, donde se encontr6 ADN de B. burgdorferi en un ejemplar de cada
uno de ellas, (Andreotti, et al., 2011).

Dentro de las muestras recolectadas y analizadas de la ciudad de Monterrey la presencia de la Borrelia
de Lyme se encontré presente en 2 garrapatas fueron positivas para este patdgeno, las dos especies
fueron pertenecientes al género Rhipicephalus, siendo un ejemplar de Rh. boophilus microplus cuyo
estadio fue que su sexo era hembra y engordada y un ejemplar Rh. sanguineus macho adulto. Siendo
demostrada por la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa en dos especies diferentes de

artrépodos de la familia Ixodidae en la ciudad de Monterrey.

3. Grado de alimentacion de los ejemplares infectados por B. burgdorferi.

La presencia de Borrelia burgdorferi en hembras engordadas de Rh. boophilus microplus y un macho
adulto Rh. sanguineus demuestran que entre mds tiempo este un vector adherido al hospedero mayor
serd la probabilidad de ser infectado, ya que el tiempo determina la posible migracién de la bacteria

hacia la garrapata que ya se encuentra adherida al hospedero, (Andreotti, et al., 2011).

4. Distribucion de las garrapatas infectadas por B. burgdorferi.

En la apreciacién que hayamos con referencia a la presencia del agente de Lyme en el municipio de
Monterrey, encontramos que las garrapatas procedentes de perros recolectadas y analizadas se
encontraban en la zona centro de esta ciudad y con una distancia no mayor a 3 kilémetros entre una

colonia y otra, (Hou, et al., 2015).
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5. Numero de garrapatas infectadas por mes, segin su variacion estacional.

La recolecta de garrapatas se inici6 en el afio de 2013, en el mes de abril, marcando tendencia mayor en
los meses de mds calor dentro del periodo de primavera-verano, principalmente desde mayo a
septiembre, la gran mayoria de nuestro ejemplares fueron recolectados en el periodo de abril del 2013 a
noviembre del 2014 encontrando tendencias de los principales géneros que circulan en nuestra ciudad

Rh. boophilus microplus y Rh. sanguineus, (Turtinen, Kruger, & Hacker, 2015).

I1. Deteccion molecular de Ehrlichia canis

Ehrlichia canis es un patégeno que provoca una zoonosis de importancia mundial y epidemiolégica
por su ciclo de transmisién, donde Rhipicephalus sanguineus es su vector primario y que tiene
presencia en todo nuestro territorio. El proceso para determinar su incidencia y frecuencia deberia de
ser anualmente monitoreada ya que al regirse por dos ciclos y al tener capacidad de permanecer todo el
afio en reproduccién da lugar a posibles brotes aislados incluso en épocas donde no deberia estar
presente el vector como lo es en invierno. Los resultados arrojaron que la positividad fue en 17
hembras adultas engordadas y en 15 machos adultos lo cual nos demuestra que esta bacteria al
presentar el ciclo de vida que le permite estar presente desde la eclosién a larva no es un factor

determinante el sexo de su futuro vector, (Rufino, et al., 2013).

I11. Deteccion molecular de Ehrlichia chaffeensis

1. Prevalencia y distribucion de E. chaffeensis en las garrapatas.

La presencia de E. chaffeensis en nuestros especimenes recolectados fueron en garrapatas del genero
Rhipicephalus sanguineus de etapa adulta ya que la presencia de fases larvarias no se hallé, en esta

colecta, dato importante que queda para desarrollar un proceso de bisqueda y determinar si las fases
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inmaduras pueden llegar a presentar ya en su sistema digestivo a este microorganismo. Los andlisis a
los vectores mostraron que la presencia de este patdgeno es mds frecuente en hembras adultas
engordadas, halldindolo en 5 muestras, sin embargo el hallazgo de este microorganismo en machos
adultos donde se le encontrd en 2 ejemplares propicia a demostrar que quizds sea transmitido hacia el

vector con la misma facilidad en ambos sexos, (Felek, Unver, Stich, & Rikihisa, 2001).

2. Distribucion temporal de la infeccion por E. chaffeensis.

La época de coleccion de garrapatas que presentaban este género de bacteria fue de los meses de

Agosto y Septiembre, (Beall, et al., 2012).
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10. CONCLUSIONES

1.- El presente estudio nos refleja la presencia de distintos patégenos en garrapatas del género
Rhipicephalus spp. diandonos una idea de la problematica de la Erliquiosis Monocitica Canina,
Erliquiosis Granulocitica Humana y la Enfermedad de Lyme que tenemos en nuestra comunidad y que
han alcanzado estos rangos de distribucién debido a que no se le ha prestado la importancia a la
presencia y diseminacion de su vector, inclusive a malos manejos de los tratamientos preventivos para
evitar la proliferacion de los vectores, el tiempo indicado para el tratamiento de la erliquiosis en perros
que cuando no es el adecuado provoca frecuentemente la famosa resistencia de las garrapatas, dando
lugar a las facilidades para su sobrevivencia e incluso provocando la aparicién de nuevas especies de
Ehrlichia spp y variantes genéticas nuevas de Borrelia burgdorferi sensu lato.

Estudios patolégicos y moleculares han indicado que estos patégenos se han adaptado a nuevos
sistemas y oOrganos del cuerpo de perros infectados, apareciendo y provocando nuevos signos y
sintomas. Los médicos veterinarios deben de estar conscientes de que las enfermedades transmitidas
por garrapatas son padecimientos emergentes de los cuales pueden convertirse en zoonosis en el propio

duefio del paciente canino.

2.- La bacteria Ehrlichia chaffeensis no se hallaba reportada en nuestro estado, los datos
epidemioldgicos estdn recientemente abiertos para sus estudio, con la idea de encontrar nuevas

alternativas diagnosticas para esta especie que hasta ahora no se conocia su estadia en Nuevo Ledn.

3.- El reporte de la presencia de coinfecciones en garrapatas del genero Rhipicephalus sanguineus no

era conocido ya que se cuentan con pocos datos epidemioldgicos referente a estas bacteria y su

coexistencia en garrapatas de este género y especie en México.
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4.- La presencia de Borrelia burgdorferi en garrapatas del género Rhipicephalus spp y demostrar que
es un vector competente para transmitir la Enfermedad de Lyme es de suma importancia debido al
grado de complejidad de este padecimiento, este es el primer reporte de B. burgdorferi en Rh.

sanguineus en la ciudad de Monterrey.

5.- Queda establecido que Rhipicephalus boophilus microplus es una garrapata que puede albergar en
su interior patdgenos diversos como es el caso Borrelia burgdorferi de la cual no se tenia reporte de su
presencia en México en esta especie de artrépodo, colocdndola como un vector capaz de retener a este
patégeno en su interior por periodos que pueden resultar prosperos para diseminar la infeccién de la

borreliosis de Lyme en nuestra localidad.

6.- La capacidad de ofrecer las condiciones necesarias para que las bacterias coexistan en el interior de
Rh. sanguineus quedo establecido al determinar en un ejemplar los tres patégenos buscados en un
macho adulto y para Rh. boophilus microplus el hallar coinfeccion de B. burgdorferi y E. canis son
hallazgos no esperado para estos Ixodidos, lo que permite afirmar que el género Rhipicephalus spp es

un vector competente para estos patogenos.

7. En el municipio de Monterrey Nuevo Ledn, México existen las condiciones climatoldgicas y la
presencia de los vectores que en este trabajo comprobamos que son competentes para la diseminacién
de estos patdgenos, cabe mencionar que los estudios epidemioldgicos por parte de las autoridades
sanitarias para determinar si existen casos reportados en pacientes humanos es de alta prioridad para
comenzar con campafias de concientizacion por parte de duefios de mascotas y de personal de la salud

y queden por enterados de estas zoonosis ya presentes en nuestra region.
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