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RESUMEN

La Fiebre manchada de las Montafias Rocosas, causada por Rickettsia rickettsii, es una
enfermedad transmitida por garrapatas y potencialmente fatal que se extiende desde
Norteamérica hasta Argentina. Su vector mds importante en México son las garrapatas
Rhipicephalus sanguineus las cuales se alimentan principalmente del perro. En los dltimos
afos se han reportado numerosos casos de infeccién por esta bacteria en humanos del
estado de Coahuila. La mayoria de los brotes febriles se han presentado en el sur del estado
por lo que en el presente estudio fue enfocado en regiones selectas de esta area. El objetivo
de esta investigacion fue demostrar la presencia de secuencias genéticas de Rickettsia
rickettsii en garrapatas de perros ubicados en localidades selectas de cuatro municipios de
Coahuila (San Pedro de las Colonias, Saltillo, General Cepeda y Parras de la Fuente)
mediante la técnica de PCR y secuenciacion. Ademas se analizaron ciertos los factores de
riesgo para la presencia de la bacteria en el area estudiada. Se muestrearon 60 perros por
ciudad, las garrapatas recuperadas fueron colocadas en alcohol al 70% y posteriormente
identificadas. Se realiz6 una encuesta a los propietarios de las mascotas para determinar los
factores de riesgo presentes en las areas de estudio. La identificacion de las garrapatas fue
R. sanguineus. De las muestras analizadas por PCR el total de garrapatas positivas a R.
rickettsii fueron; San Pedro 39 que corresponde al 65%, Saltillo 28, (47%) y Parras 48
(80%). Posteriormente, para confirmar la especie se enviaron a secuenciar los productos
amplificados, los cuales dieron positivos a R. rickettsii str Morgan. De acuerdo con los
resultados de Xi* realizado en la encuesta, no se presento relacion entre el cuidado en el
manejo de la mascota con que la garrapata del animal resultara positiva a Rickettsia
rickettsii.
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INTRODUCCION
En Coahuila se han estado reportando infecciones por R. rickettsii, algunos de ellos con
resultados fatales. También se han reportado casos febriles sospechosos de esta bacteria
con una alta incidencia en regiones del sur del estado de Coahuila; incluso, si el tratamiento
para la rickettsiosis es muy eficaz, un diagndstico tardio y la similitud de su sintomatologia
clinica con otras enfermedades febriles, tiene como consecuencia la muerte en pacientes
que adquieren el patégeno.
Debido a lo anterior, se propuso determinar, las regiones mds afectadas, las especies de
garrapatas que afectan a las personas en la comunidad, que el patégeno que estd causando
los decesos en los pacientes es en efecto R. rickettsii y de ser asi, las cepas implicadas en la
infeccion.
Para llevar a cabo las determinaciones sefialadas, se realizaron colectas de garrapatas de
perros en tres ciudades de Coahuila donde se han presentado los casos fatales sospechosos
de Rickettsia (San Pedro, Saltillo y Parras) y se realizaron cuestionarios a algunos
propietarios para tener establecer los posibles factores de riesgo para que la persona
adquiera el patégeno.
Aunque son muchas las especies de garrapatas estudiadas como transmisoras de
enfermedades a las personas, y por tanto, que pican a las mismas, sabemos que en México
existen dos principales vectores para R. rickettsii que son R. sanguineus y Amblyomma
americanum (Fritzen et al., 2011, Field-Cortazares, et al., 2015). Aunque existen estudios
sobre R. rickettsii en México, mds especificamente en los estados de Sonora, Mexicali y

Yucatdn; aparte de que son pocos, éstos se enfocan mds que nada en la prevalencia en
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pacientes humanos que en vectores y sus reservorios. Por otra parte estos estudios utilizan
como métodos de identificacion técnicas seroldgicas que si bien son bastante especificas,
no son muy confiables cuando se trata de enfermedades tempranas (Zavala-Castro et al.,
2006, Alvarez y Contreras, 2013, Field-Cortazares et al., 2015).

Mediante este estudio se logré determinar la presencia de R. rickettsii en las garrapatas de
la especie R. sanguineus obtenidas a partir de perros de las 3 localidades del estado de
Coahuila (San Pedro, Saltillo y Parras de la Fuente) utilizando la técnica de PCR, la cual es
una de las pruebas actualmente usadas para una ripida y efectiva identificacion de

microorganismos, en este caso de importancia en Salud Publica.
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JUSTIFICACION

En Coahuila se han reportado recientemente infecciones de R. rickettsii en pacientes
humanos y algunos de ellos con resultados fatales. Por otro lado, se han reportado brotes de
enfermedades febriles sospechosos de esta bacteria con una aparente alta incidencia en la
region sur del estado. Dada la importancia del tratamiento anti-ricketsiosis y del
diagnéstico puntual y especifico para evitar fatalidades el presente trabajo fue llevado a
cabo para detectar la presencia y circulacion de R. rickettsii, mediante métodos moleculares
(PCR y Secuenciacion), en garrapatas obtenidas de perros presentes en zonas endémicas
con el propdsito de coadyuvar en el establecimiento de medidas de control y prevencién de

esta infeccion.
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HIPOTESIS

Dado el caracter endémico de la infeccidn por R. rickettsii en el sur de Coahuila es factible
que la bacteria estd presente en una alta frecuencia en garrapatas de perros de comunidades

selectas de esta zona del estado.
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OBJETIVO GENERAL

Detectar y determinar mediante métodos moleculares la frecuencia de R. rickettsii en
garrapatas (Ixodidae) de perros ubicados en localidades selectas del sur del estado de
Coahuila. Asi mismo, establecer factores de riesgo selectos asociados a la enfermedad en

las areas de estudio.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Colectar garrapatas a partir de los perros infestados.

° Identificar las garrapatas que actiian como posibles vectores de R. rickettsii.
° Extraccién de ADN de R. rickettsii presente en las garrapatas obtenidas.

° Identificacién de cepas de R. rickettsii mediante secuenciacion

° Realizar la encuesta a las personas responsables de las mascotas

17



ANTECEDENTES

HISTORIA DE LAS RICKETTSIAS

Las rickettsiosis son ampliamente distribuidas en todo el mundo, presentando focos
endémicos con brotes esporddicos y, a menudo estacionales, de vez en cuando reemergen
en forma epidémica en poblaciones humanas. A lo largo de la historia, las epidemias de
tifus transmitido por piojos han causado mds muertes que todas las guerras juntas
(Weissmann, 2005) y en los dltimos afios han sido objeto de multitud de estudios por ser
los agentes etioldgicos de algunas de las enfermedades mds viejas y, a la vez, maés
recientemente conocidas. Por una parte Rickettsia prowazekii ha sido y es la causa de una
de las plagas (tifus epidémico) que desde tiempos histéricos (ej. plaga de Atenas descrita
por Tucidides) hasta el momento presente (ej. epidemia de Burundi, con mas de 30.000
casos, a finales de la década de los afios 90) viene afligiendo a la humanidad (Gray, 1998),
), sin embargo, por otra parte, parece evidente, de acuerdo con los andlisis filogenéticos
efectuados, que un antecesor evolutivo de R. prowazekii dio lugar a uno de los sucesos mas
importantes en la evoluciéon de los eucariotas: el origen de las mitocondrias. A tal
conclusion se llegd tras la secuenciacion del genoma completo de R. prowazekii (Anderson
et al., 1990).

En el pasado, las rickettsiosis humanas causadas por miembros del género Rickettsia fueron
llamadas colectivamente "fiebre del tifus" y al principio del siglo 20 incluyen incluso

enfermedades no rickettsias como la fiebre tifoidea. Mas tarde, las fiebres tifus se
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diferenciaron principalmente por una lesion caracteristica (por ejemplo, las erupciones
cutdneas del tifus o las maculas oscuras de la fiebre maculosa del Mediterrdneo), agente
causal, y el vector (por ejemplo, piojo, pulgas, garrapatas, dcaros A causa de que todos los
agentes causan fiebres y erupciones algo similares, la caracterizacion de los agentes
causales result6 en 3 grupos distintos en funcién de su composicién antigénica,
generalmente conocida como grupo de la fiebre manchada o tifus de la garrapata (por
ejemplo, fiebre de las Montafias Rocosas), grupo de las tifus (fiebre del piojo o epidemia de
tifus, tifus endémico o murino), y el grupo de las tifus de las malezas (Kelly, et al., 2002).
Fiebre tifica o tifus. El tifus epidémico, es principalmente una infeccién transmitida por el
piojo humano (Pediculus humanus) causada por Rickettsia prowazekii. La transmision del
agente por el piojo humano fue probado por Nicolle en 1909 (Raoult y Roux, 1999), y en
1916, Da Rocha- Lima demostré que R. prowazekii fue el agente etiolégico (Kelly, et al.,
2002).

La transmisién por lo general se produce por la auto-inoculacién de las heces del piojo
infectado con rickettsia por el rascado de la zona de la picadura, pero también puede ocurrir
por la inhalacién de un aerosol que contiene las heces secas. El piojo por lo general muere a
causa de la infeccion. A menudo, el tifus epidémico se produce en climas muy frios en
condiciones de falta de higiene que resulta en infestacion por piojos, que son comunes en
condiciones de guerra, el hambre y los trastornos sociales. Tales condiciones han llevado
de vez en cuando al resurgimiento masivo de tifus epidémico. Los brotes recientes se han
producido en las regiones montafiosas del Norte y América del Sur, como Pertd y México, y
en paises africanos, entre ellos Argelia, Uganda, Ruanda, Etiopia, Nigeria, Zaire y Burundi
(Raoult y Roux, 1999, Perine et al., 1992, Raoult, 1998). ). En Burundi, tras el estallido de

la guerra civil en 1993, un millén setecientos sesenta mil refugiados fueron hacinados en
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campos de refugiados. A partir de agosto de 1995, se habian notificado tifus epidémico en
76 de 102 pacientes en prision de Ngozi en el norte de Burundi, y en septiembre de 1997 se
habian producido un estimado de 45,000 casos; la mayoria en las regiones mds altas, mas
frias del pais (Raoult, 1998). A pesar de que las grandes epidemias de tifus no se han
producido en Rusia desde 1940, la agitaciéon politica y los grandes cambios en las
condiciones sociales han conducido a aumentos en infestaciones de piojos del cuerpo y de
un pequefio brote de tifus epidémico en el invierno de 1997 a (Raoult y Roux, 1999,
Tarasevich et al., 1998). Esta enfermedad se pretende que sea una de varias enfermedades
infecciosas responsables de la hospitalizacién masiva de las tropas soviéticas durante las
acciones militares en Afganistdn durante la década de 1980 (Grau y Jorgensen, 2007). El
tifus epidémico es conocido por varios nombres, incluyendo "tifus transmitido por el
piojo", "fiebre del campamento”, "fiebre del barco", "fiebre de la guerra", "fiebre de la
carcel", Fleckfieber (Aleman), exanthematicus tifus (Francés), el tabardillo (Espaiiol), y
chifusu Hassin (Japonés). Ademas del tipico dolor de cabeza y fiebre que se produce 8-12
dias después de la exposicion, el tifus epidémico se presenta con una lesién macular
generalizada o erupcién maculopapular que se extiende desde el tronco hasta los brazos y
las piernas. No hay escara asociado con el sitio de la inoculacién. Cuando no se trata, el
tifus epidémico tiene una tasa de letalidad global del 20%, llegando a porcentajes mds altos
en las personas de la tercera edad (Winkler, 1976). Una recrudescencia, a veces forma mas
leve de la enfermedad, llamada enfermedad de Brill-Zinsser, se inform¢ inicialmente a
finales de 1890, cuando Brill observé brotes de tifus similar sin la participacién del vector.
Investigaciones epidemioldgicas posteriores de Zinsser sugieren que los humanos
infectados de forma crénica fueron el reservorio de R. prowazekii y la fuente de nuevas

epidemias en poblaciones con piojos hasta 40 afios después de su infeccién inicial (Maxcy,
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1926, Zinsser, 1934). Factores como el estrés, otra enfermedad, o la inmunosupresion
pueden desencadenar recrudecimiento de la epidemia de tifus. Aunque los seres humanos
actian como el principal reservorio del tifus epidémico, también hay evidencia de que la
ardilla voladora y sus ectoparasitos actiian como reservorio en el este de los Estados Unidos
y pueden transmitir la enfermedad a los humanos (Reynolds et al., 2003). Por otra parte, el
tifus (endémico o de la pulga) murino, causada por la infeccién accidental con Rickettsia
typhi, es una de las mas frecuentes de las rickettsiosis humanas, a pesar de su ciclo primario
es con los roedores, que actian como reservorios y las pulgas vectoriales (Xenopsylla
cheopis). El tifus murino tiene una distribucién mundial y se presenta en una variedad de
entornos, desde caliente y himedo a semi drida y montafiosa, y con frecuencia se encuentra
en las ciudades portuarias internacionales y las regiones costeras donde los roedores, son
comunes (Paris et al., 2013, Civen y Ngo, 2008). En los ultimos afios, se ha reportado en
los Estados Unidos, Australia, China, Tailandia, Kuwait, Indonesia, Vietnam, y Grecia
(Bavaro et al., 2005, Civen y Ngo, 2008). Comparte sintomas con muchas otras
enfermedades febriles, incluyendo el tifus epidémico y tifus de las malezas, y con
frecuencia se diagnostica erréneamente. Como resultado de ello, la incidencia es,
probablemente, muy subestimada (Civen y Ngo, 2008). El tifus murino se diferencié por
primera vez del tifus epidémico por Maxcy en 1926 en los Estados Unidos y en el caso del
tifus de la maleza o el tifus "rural" por Fletcher en el Instituto para la Investigacion Médica
de Malasia (Walker, 2015). En contraste con la gravedad de la epidemia de tifus, el tifus
murino, a pesar de que requiere hospitalizacién en el 10% de los casos, es generalmente
una enfermedad febril relativamente suave con un periodo de incubacién de 6-10 dias
seguida de una fiebre de 9-15 dias de duracién (Bavaro et al., 2005; Xu et al., 2015). La

erupcion se encuentra principalmente en el tronco y por lo general es menos pronunciada
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que la del tifus epidémico. A menudo es complicada, es generalmente auto-limitada, y tiene
una tasa de letalidad global del 4% (Xu et al., 2015). La pulga de la rata, el vector principal
implicado en la infeccién humana, no mueren a causa de la infeccidon por rickettsias y sigue
siendo infeccioso durante toda la vida. Al igual que el tifus epidémico, la infeccién humana
es causada principalmente por el rascado de la zona de la picadura y auto-inoculacién de las
heces infectadas con rickettsia, aunque R. typhi también puede ser transmitido directamente
por la picadura de pulga (Civen y Ngo, 2008). El tifus murino, a veces conocido como
"urbano" o el tifus "del almacén", se confunde a menudo clinicamente con el tifus de las
malezas, pero por lo general es adquirida en zonas urbanas y carece de la escara

patognomonica indicativa de tifus de las malezas (Kelly et al., 2002).

Tifus de la garrapata o la fiebre manchada.

Hasta el afio de 1989, s6lo 6 rickettsiosis del grupo de la fiebre manchada se habian
descrito (Blair et al., 2004). Ahora, al menos 13 enfermedades humanas se reconocen que
es causada por las rickettsias del grupo de la fiebre manchada, s6lo unos pocos de los
cuales estdn ampliamente distribuidos a causa de su asociacién con sus vectores
especificos. Los seres humanos son huéspedes accidentales que se infectan por la picadura
de garrapatas o 4caros infectados (Kelly et al., 2002).

La fiebre manchada del Mediterraneo es causada por Rickettsia conorii y es transmitida por
garrapatas Rhipicephalus sanguineus. También conocida como "fiebre botonosa", "tifus de
garrapata de la India", "fiebre de Marsella," y "tifus de la garrapata de Kenya," la fiebre
manchada del Mediterrdneo es endémica en el sur de Europa, norte y oeste de Africa, India,
Pakistan, Israel, Rusia, Georgia, y Ucrania (Brouqui et al., 2004). La frecuencia del

exantema es casi del 100%, y una lesién cutdnea inicial con centro necrético ("tache noire")
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es a menudo presente en el sitio de la picadura de la garrapata. Fiebre maculosa del
Mediterraneo severa ha sido reportada en el 6% de los casos, con tasas de mortalidad de
hasta el 2,5%, incluyendo los casos tratados con antibiéticos (Raoult y Roux, 1997; Rovery
et al., 2008).

La fiebre por mordedura de la garrapata de Sudéafrica fue nombrada inicialmente por Nuttall
en 1911. El agente, R. africae, fue aislado por primera vez en Etiopia de una garrapata
Amblyomma variegatum (Tsai et al., 2008). La enfermedad ha sido descrita recientemente
en pacientes en Zimbabwe (Kelly y Mason, 1990, Fournier et al., 1999), Botswana
(Ericsson et al., 2004) el centro de Kenia (Rutherford et al., 2004) y en Sudéfrica (Fournier
et al., 1998). Esta rickettsiosis se caracteriza por una lesién patognomonica en el sitio de la
picadura de la garrapata y linfadenopatia regional, con frecuencia sin erupcién. Por lo
general es una enfermedad leve de 3-4 dias de duracidn, a pesar de que existen casos graves
con una duracién de 10-12 dias y, a veces con resultado de muerte (Ericsson et al., 2004;
Rutherford et al., 2004; Tsai et al., 2008),). Tasas muy altas de casos de infecciones por R.
Africae transmitidas por las garrapatas Amblyomma se han reportado en el sur de Africa
(Cear, 1972; Ericsson et al., 2004). El tifus siberiano de la garrapata, causado por R.
sibirica y se transmite a los humanos por las garrapatas Dermacentor, Hyalomma, y
Haemaphysalis, fue descrita por primera vez en 1943 en el centro de Siberia (Solary et al.,
2014). Esta enfermedad ha sido reportada en Asia Central, la Unién Soviética, Mongolia, y
Pakistan (Rydkina et al., 1999; Lewin et al., 2003; Hay et al., 2016).

Rickettsialpox (Rickettsia akari) es la primera rickettsia del grupo de las fiebres manchadas
transmitida por &acaros. Es causada por la picadura de &4caros chupadores de sangre
infectados (Dermanyssus sanguineus) que normalmente se alimentan de una variedad de

pequeiios mamiferos (Krusell ef al., 2002; Mcquiston et al., 2004). Se reportd por primera
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vez en la ciudad de Nueva York en 1946 y desde entonces ha sido reportado en Ucrania,
Croacia y, més recientemente, en Africa del Sur (Mcquiston er al., 2004). En Japén, se
reportaron varios casos de una enfermedad causada por un agente del grupo de las fiebres
manchadas en 1984 con el uso de la reacciéon de Weil-Felix (Mahara, 1997) y se confirm6
por medio de la prueba de inmunoperoxidasa indirecta mas especifica en 1985, Rickettsia
Jjaponica, el agente de la fiebre manchada japonesa u oriental, la cual se aisl6 de un paciente
febril con exantema (Suto, 1985). Dos rickettsiosis relativamente suaves del grupo de la
fiebre manchada ocurren en Australia: tifus de la garrapata de Queensland, causada por
Rickettsia australis la cual se report por primera vez durante la Segunda Guerra Mundial
(McBride et al., 2007), y la fiebre manchada de la isla de Flinders, causada por Rickettsia
honei. Esta ultima enfermedad, aunque identificado como un rickettsiosis del grupo de las
fiebres manchadas en 1991, afios antes un médico local la defini6 como una enfermedad
distinta pero mas suave. A diferencia del caso del tifus de la garrapata de Queensland, es
poco comun observar una escara en el caso de la fiebre manchada de la isla de Flinders
(Unsworth et al., 2007). También en 1991, un agente similar a R. conorii nombrado R.
caspii fue aislado de un paciente con "enfermedad eruptiva del verano" en Astracén, en el
Mar Caspio (Kelly et al., 2002). El agente se piensa que es transmitida por la garrapata
Rhipicephalus pumilio. El agente del tifus de la garrapata de israeli, R. sharonii, esta
estrechamente relacionado con R. conorii. Este agente se ha asociado recientemente con la
enfermedad humana en Portugal y en Sicilia, ademds de Israel. La enfermedad es
generalmente mds severa que la fiebre del Mediterrdneo y la escara esta frecuentemente
ausente. Mds recientemente, R. mongolotimonae, R. slovaca, y R. helvetica han sido
identificados como causas de rickettsiosis en humanos en Europa. Desde 1996, un agente

de rickettsia aislado originalmente de las garrapatas Hyalomma asiaticum en Mongolia se
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ha detectado en varios pacientes en el sur de Francia (Parola y Raoult, 2001). El agente con
el nombre de R. mongolotimonae esté asociado con garrapatas de la especie Hyalomma en
el Africa subsahariana (Raoult y Roux, 1997). En 1996, Raoult y colaboradores informaron
sobre una nueva enfermedad febril humana transmitida por una garrapata Dermacentor
marginatus en las montafias de los Pirineos. El andlisis de Western blot indicé reactividad
especifica para R. slovaca, y el agente se aisld6 de una garrapata adherida a la persona
(Sekeyova et al., 1998). En 1999, R. helvetica, transmitida por la picadura de garrapatas
Ixodes ricinus, fue implicada como la causa principal de rickettsiosis humana en el este de
Francia. Ademds, las muestras de suero recogidas de 35 (9.2%) de 379 trabajadores
forestales de esa region fueron especificamente reactivos a los antigenos de R. helvética.
Estos informes sugieren sindromes neuroldgicos asociados con R. slovaca y R. helvética
(Fournier et al., 2000). R. amblyommii ha sido serolégicamente implicado como causa de
una rickettsiosis del grupo de la fiebre manchada leve (Nunes et al., 2015).

Un agente ricketsioso detectado primero en 1990 en California en pulgas de gato
(Ctenocephalides felis) se identificd posteriormente en un paciente en Texas (Schriefer et
al., 1994). La rickettsia, que entonces se llamaba el agente ELB, se detect posteriormente
en la sangre de 3 pacientes adicionales de Texas y México mediante el uso de PCR (Raoult
et al., 2001). Las pruebas seroldgicas especificas también mostraron reactividad del agente
de suero de pacientes en Francia y Brasil. Aunque el agente del tifus de la pulga de
California se consider6 inicialmente una rickettsia del grupo de las tifus, la caracterizacion
molecular del agente cuyo nombre es R. felis lo coloca en el grupo de las fiebres
manchadas (Raoult y Roux, 1997; Pérez-Osorio et al., 2008). Ademas de las Rickettsia del
grupo de la fiebre manchada que se describen aqui, muchas cepas o especies atin no se han

demostrado ser patdgenas para los humanos (Roux et al., 1996).
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Fiebre manchada de las Montanas Rocosas.

El doctor Howard Taylor Ricketts identifico el agente etiol6gico de ésta enfermedad entre
los afos de 1906 a 1910, y lleg6 a la conclusion de que esta enfermedad es transmisible por
animales de laboratorio y por lo tanto es de tipo infeccioso. Gracias a este descubrimiento
hubo un marcado progreso en razén del entendimiento de la patogénesis y desarrollo de la
enfermedad. Como suele pasar con muchos trabajadores de laboratorios de enfermedades
infecciosas el doctor H Taylor adquiere el tifus epidémico en el laboratorio y muere en
mayo de 1910.

Las lesiones vasculares caracteristicas, la morfologia de la bacteria intracelular que en ese
entonces se denominaba como Dermacentroxenus ricketsii y la confirmacioén de que ésta
era transmitida por la garrapata, fueron demostradas por primera vez entre los afios de 1916
a 1920 por S Burt Wolback, (De Lara y Cardenas, 2008). En 1919 se demuestra que la
aparicion de vasculitis ampliamente diseminada es a causa de la presencia de rickettsias en
las células endoteliales (Nickerson y Malik, 2012). La bacteria fue unificada al género
Rickettsia en honor al doctor H Taylor Ricketts debido a que el término genérico
Dermacentroxenus no fue universalmente aceptado. Debido a esto, en 1922 Brumpt
propone el nombre de R. rickettsii (De Lara y Cardenas, 2008), (Dantas-Torres, 2007).

La FMMR fue reportada al Centro para el Control y Prevencién de Enfermedades (CDC)
por primera vez en 1920 (Nickerson y Ellis, 2012). La primera vacuna efectiva se
constituyé a partir del cuerpo de las garrapatas vectores infectadas en 1924, exitosamente

creada por Roscoe R Spencer y Ralph R Parker.
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Se transmite por la picadura de garrapatas, en Brasil, las garrapatas Amblyomma
cajennense en las zonas rurales y urbanas cercanas a las fuentes de agua son la
caracteristica epidemioldgica principal detrds de la rickettsiosis (Szabd, 2013). Las
garrapatas Dermacentor andersoni y Dermacentor variabilis son conocidas como los
principales vectores en los EE.UU. mientras que en México los principales vectores son
Rhipicephalus sanguineus y Amblyomma americanum lo mismo que en centro y
Sudamérica (Fritzen, 2011), (Field-Cortazares, 2015). Rhipicephalus sanguineus, también
conocida como la garrapata marrén del perro es la garrapata mds extendida en el planeta
(Dantas-Torres, 2010). Es la més grave de las enfermedades por rickettsias del grupo de la
fiebre manchada y es la enfermedad fatal mds cominmente transmitida por garrapatas en
los Estados Unidos. Las tasas de letalidad anuales para la fiebre manchada han oscilado
entre el 2% y el 18% desde que se dispone de cloranfenicol y tetraciclina, durante la década
de 1940. Informes recientes indican que las tasas de letalidad anuales para la fiebre
manchada disminuyeron durante la década de 1980 y principios de 1990 (Holman et al.,
2001). Los factores de riesgo asociados con la muerte incluyen la edad avanzada o que los
pacientes que adquieren el patégeno sean muy jovenes asi como la demora o ausencia del
tratamiento con antibidticos. Hubo 242 casos de fiebre maculosa de las Montafias Rocosas
en los Estados Unidos entre 1981 y 1992, el 4% de los cuales fueron mortales. Sin
embargo, en un brote un poco mas reciente de Brasil, el 66% de los casos fueron mortales
(Lemos et al., 2002). La fiebre manchada de las Montafias Rocosas se ha reportado en
Canadd, México, Costa Rica, Panamd, Colombia, y Brasil (Parola et al., 2005). Sélo la
mitad de los casos confirmados de fiebre manchada de las Montafias Rocosas tiene la triada
clasica de erupcion cutdnea, fiebre y dolor de cabeza. El periodo de incubacion es de 2-14

dias (media de 7 dias), y 20% de los pacientes tienen una pequefia lesién primaria en el
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sitio de la picadura de la garrapata (Holman et al., 2001), (Openshaw et al., 2010). Esta
enfermedad se caracteriza por fiebre, malestar general, dolor de cabeza, mialgia, erupcién
cutdnea, nauseas, voOmitos y dolor abdominal. La erupcién, que aparece en
aproximadamente el dia 3 de la enfermedad, se caracteriza por ser de color rosa y
maculopapular, que aparece en los antebrazos, las palmas de las manos, plantas de los pies

y las piernas.

CARACTERISTICAS CLINICAS DE LA FIEBRE MANCHADA DE LAS
MONTANAS ROCOSAS (FMMR) O FIEBRE MANCHADA (FM)

Es un complejo clinico epidemiolégico de enfermedades causadas por especies de
rickettsias relacionadas por filogenia genética. Los pacientes afectados desarrollan diversos
rangos de manifestaciones sistémicas, cutdneas, cardiacas, pulmonares, gastrointestinales,
renales, neurolégicas, oculares y musculoesqueléticas (ver més adelante). De los pacientes
afectados del 72 a 86% son hospitalizados. Los signos clinicos son poco especificos al
inicio de la enfermedad. Tiene un periodo de incubacién que va de dos a 14 dias (media:
siete dias). Suele ser letal en pacientes no tratados o en mayores de 60 afos, por lo general
en la segunda semana (intervalo de cinco dias entre el inicio de la enfermedad y el
tratamiento). En Estados Unidos el rango de mortalidad es de 5 a 10% (Dantas-Torres,

2007), (Piranda et al., 2008).

Manifestaciones sistémicas: los primeros dias (tres dias), la triada clinica clésica de fiebre,
cefalea y exantema se observa solamente en 3% de los casos. Los sintomas iniciales
usualmente consisten en: fiebre, escalofrios, malestar general, anorexia, mialgias y cefalea.

Los pacientes describen la cefalea como la mds intensa que puedan recordar. El 100% de
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los casos presentan fiebres mayores a los 40 °C. Signos y sintomas que afectan los 6rganos
gastrointestinales como son nduseas y vomitos, pueden predominar en los primeros dias de
la enfermedad; también se observa linfadenopatia y esplenomegalia. Frecuentemente hay
presencia de edema, la forma periorbital se observa particularmente en nifios. Este edema
se correlaciona con niveles séricos elevados de albimina, lo que indica la presencia de

enfermedad severa (Warner y Marsh, 2002).

Manifestaciones cutianeas: Rash o exantema es el signo clinico mds caracteristico de la
FMMR (figura 1); sin embargo, su presencia no debe ser considerada para dar el
diagnéstico ya que no siempre estd presente en los pacientes enfermos; 14% de los
pacientes manifiestan exantema durante el primer dia de la infeccién y solamente 49% lo
desarrollardn al tercer dia. Por lo general, el exantema es macular al comienzo, de 1 a 5 mm
de didmetro, evolucionando posteriormente a papular y petequial o papulovesiculoso. La
aparicién en el drea palmoplantar suele ser tardia. Generalmente, la forma inicial de la
lesién comienza con pequefias miculas eritematosas en las dreas de los tobillos y muifiecas,
algunas veces en el térax (10% de los casos) o de manera difusa (10% de los casos); 20%
de los pacientes la desarrollardn a partir del dia cinco. La mdcula es una zona de
vasodilataciéon y eritema, cuyo centro contiene los focos infecciosos de los vasos
sanguineos. Al final de la primera semana, en mds de 50% de los casos, la erupcion
involucra la dermis por edema perivascular y comienza la aparicion de lesiones
maculopapulosas con petequias centrales. Estas lesiones pueden aclararse o aparecer como
zonas equimaticas o purpuricas y rara vez producen urticaria o prurito. De 36 a 82% de los
pacientes presentardn el exantema en las palmas y plantas en 8% de los casos se observa

ictericia y regularmente indican lesiéon complicada. Otros signos manifestados de forma
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cutdnea incluyen ulceras mucosas e hiperpigmentacion postinflamatoria. Esto puede
resultar en necrosis de la piel y gangrena debido al dafo continuo que padecen los tejidos,

requiriendo de amputacion en casos severos (Warner y Marsh, 2002).

Figura 1. Lesion cutdnea caracteristica de Rickettsia rickettsii presente principalmente en

extremidades y pecho del paciente.

Manifestaciones cardiacas: miocarditis solo estd presente en la minoria de los casos; sin
embargo, anormalidades electrocardiograficas consecuentes con este diagndstico se
observan frecuentemente. En estudios ecocardiograficos se observa que la contractibilidad
miocérdica se encuentra disminuida; sin embargo, del lado ventricular es normal o bien, la
funcién estd moderadamente disminuida. La hipotensién que se observa frecuentemente se

debe a hipovolemia (Warner y Marsh, 2002).

Manifestaciones pulmonares: este tipo de signos o sintomas se deben a la permeabilidad
vascular de la microcirculaciéon pulmonar. Puede observarse rickettsias en el septo alveolar

y en las paredes del endotelio vascular pulmonar. La severidad de los signos y sintomas va
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a depender de la severidad de la enfermedad. Una tercera parte de los pacientes presenta
tos. La telerradiografia de térax generalmente es normal, pero en proyecciones
subsecuentes se observan, de forma dispersa, infiltrados difusos alveolares o intersticiales.
Ocasionalmente se observa aumento de la silueta cardiaca con edema pulmonar (figura 2)

(Warner y Marsh, 2002).

Figura 2. Edema pulmonar severo

Manifestaciones gastrointestinales: hay sintomas de nausea y vomito durante los
primeros dias de presentada la enfermedad (30 a 60% de los casos), dolor abdominal (16 a
52%) y diarrea (1 a 32%). En todos los casos fatales se observa en la necropsia de y durante
el examen fisico hepatomegalia en 12 a 25% de los pacientes. Otra lesion que se puede
observar en los casos fatales d¢ FMMR son las lesiones pancredticas se (Warner y Marsh,

2002).

Manifestaciones renales: Puede desarrollarse insuficiencia renal aguda en los casos
severos. En cambio en las infecciones moderadas, puede existir discreta elevacion de los
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niveles séricos de nitrogeno ureico. Algo que sucede con menor frecuencia, pero que
resulta mds problemadtico, es el desarrollo ocasional de necrosis aguda tubular, la cual

puede ser inducida por hipotensién persistente (Warner y Marsh, 2002).

Manifestaciones neuroldgicas: La cefalea severa es el mayor sintoma temprano.
Aproximadamente 40% de los casos, los pacientes pueden desarrollar letargo, fotofobia,
meningismo, amnesia, asi como conductas bizarras sugestivas de trastornos psiquidtricos.
Ocasionalmente, las manifestaciones neuroldgicas pueden progresar hacia ataxia,
neuropatia sensorial, pardlisis de nervios craneales, paraparesias, confusion, alucinaciones,
delirio, estupor o coma. Los hallazgos neurolégicos preceden al desarrollo del exantema.
No hay cambio ni anormalidades en las caracteristicas del liquido cefalorraquideo; sin
embargo, en una tercera parte de los casos puede contener leucocitos, en otra tercera parte
elevacion de los niveles de proteinas y en 8% existe disminucién en los niveles de glucosa

(Warner y Marsh, 2002).

Manifestaciones oculares: Existe presencia de retinitis, vasculitis de la retina, neuropatia
Optica o de cualquier otra condicién inflamatoria intraocular en pacientes con fiebre o
exantema, que viven o retornan de lugares endémicos, especialmente durante la primavera
o verano, esto sugiere fuertemente un diagndstico de rickettsiosis. En estos casos, el
examen sistémico de fondo de ojo, complementado con angiografia fluorescente pueden
ayudar a establecer el diagndstico de rickettsiosis mientras se obtiene el resultado de los
exdamenes seroldgicos. Se presenta conjuntivitis en 30% de los casos. Las manifestaciones

oculares incluyen conjuntivitis, edema del nervio &ptico, oclusion arterial, engrosamiento
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de la vena retinal, hemorragia retinal y desprendimiento de la retina (Warner y Marsh,

2002, Hanen et al., 2014).

Manifestaciones musculoesqueléticas: las mialgias son frecuentes. En los casos mas
severos existe elevacion de creatincinasa. Se observa Trombosis y vasculitis mediante
examen histopatologico (Warner y Marsh, 2002). Desde el punto de vista de laboratorio se
presenta anemia y plaquetopenia, la cual suele ser frecuente, sobre todo en casos graves.
Otras alteraciones incluyen: hiponatremia, elevaciéon de deshidrogenasa l4ctica,
creatinofosfocinasa y transaminasas. Puede presentarse coagulacién intravascular

diseminada, pero esto en raras ocaciones (Bernabeu y Segura, 2005, Hidalgo et al., 2007).

AGENTE ETIOLOGICO: RICKETTSIA RICKETTSII

Filogenia, taxonomia y Morfologia:

La subdivision alfa de las proteobacterias contiene gran nimero de géneros de patdgenos
como pueden ser plantas, patégenos humanos e insectos endosimbiotes. Sus estilos de vida
representan un amplio espectro que contempla pardsitos pericelulares de plantas, patdgenos
humanos intracelulares facultativos, patdgenos humanos intracelulares obligados y plantas
e insectos simbiotes. El género Rickettsia estd conformado por diferentes especies pequefias
(0.2-0.5 pm por 0.3-2.0 um), pleomorficas (que pueden aparecer como cocos, bacilos o
cocobacilos) de bacterias Gram negativas y se enmarca dentro de la familia Rickettsiaceae
(dentro de las que también se incluye a Coxiella, Ehrlichia y Bartonella). Las rickettsias

han sido clasificadas en cinco grupos: 1) Grupo de las fiebres papulosas (R. ricketsii, R.
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conorii 'y R. akari; 2) Grupo tifus (R. prowazekii y R. typhi); 3) Tifus cepillo (R.
tsutsugamushi); 4) Fiebre Q (Coxiella); y 5) Neoricketsiosis. Todas las especies son
ampliamente distribuidas de manera global, y sus caracteristicas en comuin son las
siguientes: a) son parasitos intracelulares obligados (se desarrollan estrictamente en células
eucaridticas), b) amplia distribucién geografica (algunas especies se mantienen en la
naturaleza y son transmitidas a hospederos vertebrados por medio de vectores artrépodos),
c) corta viabilidad fuera de los reservorios y vectores que infectan, y d) dificultad para ser
cultivadas en el laboratorio en medios liquidos (requieren de la utilizaciéon de células
huésped vivas, como son modelos animales, huevos embrionados) o bien de cultivos
celulares. Presentan ambos genomas: ADN y ARN (Perlman et al., 2006). El tamafio de su
genoma es aproximadamente un tercio del tamafio del ADN de E. coli y es més pequefio
que el de las bacterias de forma libre. Este microorganismo puede desarrollarse tanto en el
nicleo como en el citoplasma de la célula; aquéllas del grupo tifus presentan un
crecimiento intracitoplasmético, y las pertenecientes al grupo de las fiebres manchadas
realizan su crecimiento dentro del nicleo. Este crecimiento se favorece con sulfonamidas y
se inhibe con tetraciclinas y cloranfenicol. Su ciclo vital salvaje consiste en infectar
diferentes hospederos (en general, mamiferos) y vectores (en general garrapatas y pulgas).
Su multiplicacién es por fision binaria. La composicion de la pared celular y de
lipopolisacaridos es similar a la observada en las bacterias Gram negativas. Estos
lipopolisacaridos reaccionan de manera cruzada con otras rickettsias que no pertenecen al
grupo de las fiebres manchadas, asi como con otros organismos Gram negativos (por
ejemplo Proteus y Legionella). En modelos animales, los anticuerpos dirigidos contra estos
lipopolisacaridos no protegen contra infecciones subsecuentes. El mayor componente de

inmunidad parece estar mediado por los linfocitos T. El ataque se activa por 6xido nitrico,
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el cual es sintetizado en respuesta a la estimulacion por interferén-y y factor de necrosis
tumoral a. Histolégicamente, esto se demuestra mediante la respuesta del hospedador, la
cual involucra primeramente células inflamatorias mononucleares. R. rickettsii tiene dos
proteinas de superficie de membrana inmunodominantes externa de aproximadamente 190
kDa denominada proteina OmpA rickettsial externa y de 135 kDa denominada proteina
externa OmpB. OmpB es la proteina mds abundante. Tanto OmpA y OmpB contienen
epitopes especie-especificos, que proveen las bases para la serotipificacion de las rickettsias
con la utilizacién de ensayos microinmunofluorescentes indirectos. Datos obtenidos del
genoma de la rickettsia han permitido comprender su mecanismo de patogenicidad. Esto
podria ayudar en el desarrollo de vacunas y de nuevas herramientas diagnésticas. Su
antigenicidad se debe a ciertos lipopolisacdridos de la pared celular, lo que explica la
reaccion cruzada entre las rickettsias, fiebres papulosas y Proteus OX2. Con excepcion de
R. prowazekii, el ser humano constituye tan s6lo un huésped accidental. Tiene una marcada
importancia clinica debido a su elevada prevalencia en diversas y numerosas dreas
geograficas asi como a su elevada morbilidad (Ramal et al., 2007), (Dantas-Torres, 2007),

(Bernabeu y Segura, 2005), (Moreno, 1998), (Weinert et al., 2009).

3.2. Ciclo de vida:

El ciclo de vida de la bacteria involucra dos tipos de hospederos (hospederos vertebrados e
invertebrados). R. ricketsii mantiene su infeccion en garrapatas mediante la transmision
transovarial (rango 30-100%) y transestadial; ésta también puede establecerse en nuevas
lineas de garrapatas al alimentarse de hospederos infectados. Los huevos infectados con R.

rickettsii de las garrapatas hembras desarrollardn larvas infectadas. Las larvas infectadas se
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alimentan de roedores pequefios a los cuales infectardn con las rickettsias presentes en su
saliva. Larvas no infectadas nacidas de huevos sanos, pueden alimentarse en un animal
infectado y, dependiendo de la magnitud y duracién de la rickettsemia del hospedero
infectado, la larva no infectada puede ingerir suficientes R. ricketsii en el sustento
sanguineo y es entonces cuando comienza la infeccion. Las células afectadas inicialmente
son las células epiteliales del estémago superior de la garrapata, esta infecciéon no causa
dafio aparente a la garrapata hospedera, entrando en el torrente circulatorio, y de ahi invade
y se multiplica en otros tejidos de la garrapata, incluyendo glandulas salivales y ovarios. Al
momento de la infeccién generalizada, todos los tejidos de la garrapata pueden estar
infectados con R. ricketsii; esto ocurre entre los siete a 10 dias después de la infeccion. Las
larvas infectadas evolucionan a ninfas infectadas, las cuales, al alimentarse, pueden infectar
animales de tamafno mediano. Estas ninfas infectadas, evolucionaran, resultando en
garrapatas adultas que pueden infectar animales mayores. Adultos y ninfas no infectadas
pueden comenzar a infectarse con R. ricketsii al alimentarse frecuentemente de animales
con ninfas o adultos infectados. Las garrapatas hembras infectadas pasan R. ricketsii de
manera transovarial cuando depositan sus huevos, y la siguiente generacioén de garrapatas
podrd transmitir la infeccién. Aparentemente R. rickettsii no se transmite de forma eficaz a
garrapatas hembras por esperma masculino durante su apareamiento (Burgdorfer et al.,
1966), (Chapman, 2006) (Thorner et al., 1998). Sin embargo, se ha comprobado que la
oportunidad para que una garrapata adquiera la infeccion se limita a un corto periodo de
tiempo (tres a cuatro dias). El nivel de rickettsemia depende de la capacidad de la bacteria
para invadir el epitelio gastrico. Estudios anteriores indican que muchos géneros y especies
de garrapatas estdn involucradas en la transmision de R. rickettsii (Burgdorfer et al., 1966),

(Azad y Beard, 1998).
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EPIDEMIOLOGIA DE LA FMMR Y RICKETTSIA RICKETTSII

Se presume que hace 250 millones de afios (durante las eras Paleozoica tardia o Mesozoica
temprana) las garrapatas evolucionaron en formas parasitarias de ancestros de forma libre a
la par con el desarrollo de los reptiles los cuales fueron los primeros vertebrados totalmente
terrestres. Muchas especies de garrapatas son resistentes al frio y la inanicién, viven de dos
a cinco afios, y poseen un alto potencial reproductivo, asi como un amplio rango de
hospederos vertebrados. La distribucién geogréafica de la FMMR estd restringida a los
paises del Hemisferio Occidental como ocurre en Estados Unidos, Oeste de Canadd,
Occidente y Centro de México, Panamd y Costa Rica, Noroeste de Argentina, Brasil y
Colombia. Esta enfermedad se presenta con mds frecuencia en los nifios entre los cinco y
nueve afos de edad. Se trata de un padecimiento estacional, que se presenta con mads
frecuencia en los meses de mas calor (Ramal er al., 2007, Dantas-Torres, 2007, Guedes et
al., 2005). Se ha observado, que el hombre tiene mayor posibilidad de adquirir la infeccién
que la mujer, esto debido a que el hombre estd més frecuentemente en contacto con el
vector que la mujer. La mayor incidencia ha sido observada en nifilos menores de 10 afios
(picos en los grupos de 5-9 afios) y en adultos entre 40 a 64 afios. La incidencia también es
mayor en hombres y en raza blanca (Dantas-Torres, 2007). Entre 90 y 93% de los casos en
los Estados Unidos ocurren en los meses de abril a septiembre, periodo en el cual las
garrapatas vectores son mds activas. Los casos de FMMR son encontrados con mayor
frecuencia en dreas rurales; sin embargo, también se han reportado casos en dreas urbanas

como Nueva York. Habitar en 4reas boscosas o de pastizales altos y estar en contacto con
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perros incrementa el riesgo de ser infectado por el patégeno (Dantas-Torres, 2007).

Patogenia:

Este concepto estd definido con base en dos componentes esenciales:

1. La secuencia de eventos (transmision, la introduccién en un sitio anatomico particular, la
via de dispersion por una ruta anatomica determinada, evasion de la defensa del hospedero
y crecimiento de acuerdo a su localizacién en el cuerpo)

2. Los mecanismos de lesion celular, a tejidos, a érganos, y al hospedero como un todo
(Rydkina et al., 2002).

Para las bacterias que son intracelulares obligadas, la patogénesis es un concepto que
involucra multiples pasos: 1) transmision, 2) entrada, 3) diseminacién inicial desde el punto
de entrada hacia otros érganos, 4) contacto con la célula “blanco” (adherencia e invasion),
5) supervivencia en el hospedero (aboliciéon de las defensas del huésped y adaptacién al
ambiente del hospedero) y 6) extension del nicho (modulacién de la biologia del hospedero,
multiplicacién y supervivencia). Generalmente, la mayoria de las rickettsias patégenas,
como R. rickettsii, sobreviven en una relacion comensal con un vector no vertebrado, los
cuales sirven como un reservorio primario. En el caso de los humanos se trata de una
infeccion accidental (hospederos accidentales), en donde el organismo no puede
propagarse. Los principales reservorios de esta zoonosis, por los cuales los humanos (con
mayor frecuencia) adquieren la infeccidén son perros y ratones salvajes. Generalmente los
humanos no se percatan de la picadura de la garrapata debido a que ésta es indolora. La
enfermedad se transmite durante la alimentacion hematica, cuando las secreciones salivales
de la garrapata entran en contacto en el interior de los vasos sanguineos dérmicos. Los

microorganismos se introducen a través de la piel, y alcanzan el torrente sanguineo a través
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de los vasos capilares y linfaticos. Estudios anteriores han demostrado que no es necesario
gran nimero de bacterias vivas para provocar infeccion clinica aparente. La diseminacién a
través del torrente sanguineo se contintia con el ataque al endotelio vascular. Las rickettsias
utilizan a las células endoteliales de los capilares como célula diana primaria en las
infecciones in vivo, esto causa un incremento en la permeabilidad capilar con
consecuencias frecuentes de edema periférico y pulmonar, asi como lesiones febriles en
hospederos mamiferos. Este ataque a las células diana provoca la liberacién de mediadores
intra y extracelulares que concluye con la activacién de la cascada de las proteincinasas.
Las rickettsias tienen una patogenia similar entre ellas, que consiste en una vasculitis de
pequeiios vasos por infeccion directa de las células endoteliales, lo cual origina un
infiltrado linfohistiocitario perivascular. Muchos mecanismos para inducir permeabilidad
microvascular han sido propuestos dentro de los que se incluyen: 1) denudacién endotelial;
2) efectos directos como resultado de la infecciéon endotelial por rickettsias; y 3)
modulacién paracrina y autocrina por citocinas, prostaglandinas, asi como productos de la
cascada de la coagulacién y fibrindlisis. Cuando la bacteria se pone en contacto con las
células endoteliales, induce su propia fagocitosis, y una vez en el citosol, escapa del
fagosoma y prolifera por fisién binaria simple, siendo por ultimo expulsada por exocitosis
para seguir infectando células contiguas. La infeccion inicia en la zona de inoculacién, y se
va extendiendo de célula a célula; las rickettsias del grupo de las fiebres manchadas pueden
polimerizar filamentos de mondémeros de actina en el citoplasma celular en uno de sus
polos, y se disemina mediante la circulacién venosa, produciendo al final una pléyade de
cientos de focos parchados de vasculitis multisistémica (Warner y Marsh, 2002, Bernabeu y
Segura, 2005, Phongmany et al., 2006, Rydkina et al., 2010, Piranda et al., 2008, Matri,

2009).
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Figura 3. Diagrama de Infeccién de Rickettsia rickettsii Invadiendo una célula

Antes de existir los antibidticos los rangos de mortalidad eran tan elevados como 70 a 80%
en algunas 4dreas, actualmente, estos rangos han disminuido de 2 a 15%. La probabilidad de
mortalidad depende de varios factores, como son de la edad del paciente, tiempo
transcurrido antes de iniciado el tratamiento, etc (Burgdorfer et al., 1966).

Reservorios naturales y modo de transmision:

R. ricketsii tiene varios géneros y especies de la familia Ixodidae que fungen como
reservorios naturales. Esta bacteria puede mantener la infeccion a través de muchas
generaciones de garrapatas. Sin embargo, no es raro encontrar a R. rickettsii en animales
domésticos como es el perro y asi como en una amplia distribuciéon de mamiferos. Atn no
estd bien comprendido cual es el papel de estos animales como reservorios de la infeccion.
En Estados Unidos el vector primario es la garrapata del perro americano (Dermacentor

variabilis). En Canada y en la region de las Montafias Rocosas la garrapata del bosque de
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las Montafias Rocosas es el vector mds importante. En el caso de México La garrapata
marrén del perro (Rhipicephalus sanguineus) aparece como vector primario de la R.
ricketsii. El resto de Centro y Sudamérica La garrapata cayenne (Amblyomma cajennense)
es el principal vector de R. ricketsii. Sin embargo, se sospecha que existen otras especies de
garrapatas involucradas en la transmision de R. rickettsii (Dantas-Torres, 2007).

Una garrapata infectada que actia tanto de reservorio como de vector del patdgeno puede
transmitir R. rickettsii con una de sus picaduras. Cuando la garrapata infectada se alimenta
de la sangre de un mamifero, ocurren una serie de fendmenos de reactivacion,
transformando a R. rickettsii de un estado durmiente a uno virulento o altamente patégeno.
Para que esto ocurra es necesario que la garrapata se alimente por un periodo minimo de
cuatro a seis horas; sin embargo, puede ser tan largo como de 24 horas. Existe la
posibilidad de que el contacto con tejidos o fluidos de la garrapata pueda provocar la
infeccidn, asi como por inhalacién de aerosoles contaminados (reportados solamente en
laboratorios) o por transfusion sanguinea. Se debe ser cuidadoso al momento de remover a
la garrapata, para evitar el contacto con tejidos o fluidos de la misma (Dantas-Torres, 2007)

(Chapman, 2006).
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Figura 4. Ciclo de transmision de Rickettsia rickettsii (David H. Walker & Nahed Ismail, 2008)

Situacion en México:

En 1925 Hoffman realiza la primera monografia sobre la FMMR en México, en el estado
de Sinaloa. Las primeras tres muertes fueron reportadas en Gomez Palacio, Durango en
1939 en pacientes con un cuadro sugestivo de tifo pero sin presencia de piojos (De Lara y
Cérdenas, 2008). Los primeros tratamientos utilizados en la era preantibidtica fueron
seroterapia y metales pesados como arsénico y mercurio, pero estos tuvieron resultados
opuestos. Al comienzo de la era de los antibidticos, el primer tratamiento efectivo fue el
acido paraaminobenzoico (Nickerson y Malik, 2012).

Para los primeros afios de la década de 1940 ya se habian reportado diversos casos de
FMMR en varios estados de la Republica Mexicana. En la figura 5 se pueden observar los
estados y el afio en que fueron reportadas los primeros casos de Rickettsia en México. En
esa misma década se inician los tratamientos con cloranfenicol y tetraciclinas,

disminuyendo asi la letalidad causada por la enfermedad, siempre y el tratamiento fuera
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administrado de manera temprana. (De Lara y Cardenas, 2008, Dantas-Torres, 2007). En el
Fuerte Sinaloa se aisla por primera vez el patdgeno de una muestra de sangre. También en
Sinaloa Bustamante, Ortiz Mariotte y Varela en el aio de 1945 identifican a la garrapata
marrén del perro (Rhipicephalus sanguineus) como vector de la FMMR. Ese mismo afo se
describe a la enfermedad como a su vector haciendo referencia a su alta letalidad que en ese
entonces era cercana al 70% en la Comarca Lagunera.

A diferencia de lo que se reporta en los Estados Unidos de Norteamérica, donde
anualmente se notifican entre 250 y 1,200 casos nuevos de la enfermedad, en México en los
ultimos 16 afios se ha registrado una incidencia de 55 casos. En México, es comun la
proximidad de los humanos con los animales domésticos, y el hdbitat de ambos se
encuentra estrechamente relacionado. Por citar un ejemplo, en zonas rurales y suburbanas,
ratones y ratas a menudo habitan en patios y casas. La potencial transmisién de muchos
vectores de enfermedad, como en el caso de las rickettsiosis, es evidente a través de la
exposicion a ectopardsitos vectores (Zavala-Castro et al., 20006).

La rickettsiosis representa un desafio para la Salud Pablica Mexicana dado su carécter de
enfermedad emergente a la que se le adiciona, ademds de la complejidad social, la
dificultad en el diagnéstico. Es una enfermedad poco conocida y difundida en nuestro
medio, esto genera que sus sintomas se asocien a otras enfermedades. Las personas
afectadas rara vez refieren haber sentido picaduras o prurito, por lo que el vector puede
pasar inadvertido (Meneses et al., 2010).

Desde 1930 se tienen registros de la presencia clinica de la enfermedad en México y
actualmente la enfermedad se distribuye, con mayor prevalencia, en los estados del norte
del pais con climas cdlidos y dridos. En los pacientes no tratados el desenlace puede ser

fatal, la tasa de mortalidad puede ser hasta del 35%. Los datos méds recientes muestran que
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son 25 estados de la Reptblica Mexicana los que han reportado casos confirmados de la

enfermedad (Alvarez—Hernéndez, 2010).

Figura 5. Mapa de México mostrando el periodo y la regién donde fueron reportados casos humanos de
Rickettsia rickettsii

DETECCION MOLECULAR DE RICKETTSIA RICKETTSII

Los métodos de secuenciacion como el PCR actualmente se utilizan como herramientas
sensibles y rdpidas para detectar e identificar rickettsias en sangre y muestras de biopsia de
piel en todo el mundo en el que estas instalaciones estan disponibles. Los primers
amplifican secuencias de varios genes, entre ellos ompA, ompB ompB, gltA, y el gen D

(Brouqui et al., 2004, Fournier et al., 2003, Ishikura et al., 2003, Roux et al., 1997,
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Sekeyova et al., 2001). Las garrapatas también se pueden usar como herramientas
epidemiolégicas para detectar la presencia de un patdgeno rickettsioso en un drea
especifica, y proporciona informacién y descubrimientos sobre su patogenicidad (Parola y

Raoult, 2001).
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Figura 6. Reaccion en cadena de la polimerasa: PCR
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MATERIAL Y METODOLOGIA

AREA DE ESTUDIO

El muestreo se realiz6 en las ciudades de San Pedro, Saltillo, General Cepeda y Parras de la
Fuente en el estado de Coahuila, México. En la figura 7 se observan la distribucion relativa
de los municipios de donde se obtuvieron las garrapatas y en la tabla 1 la proporcién de

muestras obtenidas por localidad.
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Figura 7. Distribucion relativa de los sitios de muestreo para la obtencién de garrapatas a partir de
caninos en el estado de Coahuila, México.
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Localizacion y caracteristicas geograficas de los municipios muestreados

San Pedro de las Colonias

El municipio de San Pedro se localiza en el suroeste del estado de Coahuila, en las
coordenadas 102°58 '58" longitud oeste y 25°45 '32" latitud norte, a una altura de 1,090
metros sobre el nivel del mar. Limita al norte con el municipio de Cuatrociénegas; al
noroeste con el de Sierra Mojada; al sur con los de Viesca, Parras y Matamoros, al este con
los de Parras y Cuatrociénegas y al oeste con los de Francisco I. Madero y Matamoros. Se
localiza a una distancia aproximada de 230 kilometros de la capital del estado.

El clima en el municipio es de subtipos secos semicalidos; la temperatura media anual es de
16 a 18°C; en la parte norte-centro; en la parte sur-sureste de 20° a 22° y la precipitacion
media anual se encuentra en el rango de los 200 a 300 milimetros, con régimen de lluvias
en los meses de mayo, junio, julio, agosto, septiembre y octubre; los vientos predominantes
soplan en direccion sur a velocidades de 20 a 27 km/h. La frecuencia de heladas es de 0 a
21 dias y granizadas de cero a un dia. La vegetacion estd compuesta por matorral espinoso,
mezquite, huizache, pinabete, chaparro, candelilla, guayule, palma, lechuguilla, maguey y
gobernadora. La Fauna se destaca por la presencia de lagartija, vibora de cascabel,
camaleon, coyote, zorrillo, venado, codorniz, conejo, liebre, faisan y pato silvestre. (INEGI,
2013)

En el municipio de San Pedro se obtuvieron garrapatas de perros de localidades rurales asi
como del Centro antirrdbico dentro de la zona urbana. Las comunidades rurales
muestreadas fueron: Santa Rita, Mayran y San Nicolds (ver figura 1), estas comunidades

tienen 99, 1521 y 169 habitantes; respectivamente.
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Saltillo

El municipio de Saltillo se encuentra localizado en el extremo sureste del estado de
Coahuila y en los limites con los estados de Nuevo Ledn y Zacatecas, tiene una extension
territorial de 6,837 kilémetros cuadrados que equivalen al 4.51% de la extension total de
Coahuila, sus coordenadas geograficas extremas son 24° 33' - 25° 32' de latitud norte y
100° 44' - 101° 38' de longitud oeste y su altitud fluctia entre un maximo de 2 000 y un
minimo de 400 metros sobre el nivel del mar. Sus limites corresponden al noreste al
municipio de Artega, al norte al municipio de Ramos Arizpe, al noroeste al municipio de
General Cepeda y al oeste al municipio de Parras, al sur limita con el estado de Zacatecas,
en particular con el municipio de Mazapil, Zac. y el municipio de El Salvador, Zac., al este
el limite corresponde al estado de Nuevo Ledn y al municipio de Galeana, N.L.

El clima en el municipio de Saltillo es de subtipos secos semicdlidos; al suroeste subtipos
semisecos templados y grupos de climas secos B y semifrios, en la parte sureste y noreste;
la temperatura media anual es de 14 a 18°C y la precipitaciéon media anual en el sur del
municipio se encuentra en el rango de los 300 a 400 milimetros; al centro tiene un rango de
400 a 500 milimetros y al norte de 300 a 400 milimetros; con régimen de lluvias en los
meses de abril, mayo, junio, julio, agosto, septiembre, octubre y escasas en noviembre,
diciembre, enero, febrero y marzo; los vientos predominantes soplan en direccién noreste
con velocidad de 22.5 km/h. La frecuencia de heladas es de 20 a 40 dias en la parte norte-
noreste y suroeste; y en el resto de 40 a 60 dias y granizadas de uno a dos dias en la parte
sureste y de o a un dia en el resto. La flora se caracteriza hacia las partes montaiiosas por el
predominio de los bosques de pino-encino, de oyamel, mezclado con matorrales

semidesérticos de tipo osetdfilo y pastizales naturales. En las regiones intermontafiosas y
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las llanuras hay una vegetacion de matorrales semidesérticos y pastizales inducidos y
naturales. La Fauna se circunscribe a especies del semidesierto como codorniz, conejo de
cola blanca, liebre y paloma triquera, y entre las especies mayores predomina el venado, el
coyote y el leoncillo. Las muestras procedentes de Saltillo se recolectaron a partir de la
Zona Urbana (36) y del centro antirrabico (3).

General Cepeda

General Cepeda se encuentra localizado en las coordenadas 25°22'35"N 101°28"30"O y a
una altitud de 1,410 metros sobre el nivel del mar en un valle rodeado por serranias y
ubicado en una zona predominantemente desértica. El municipio de General Cepeda se
ubica en la zona sur de Coahuila, entre la Comarca Lagunera y Saltillo, sus limites son al
norte y al este con el municipio de Ramos Arizpe, al sur con el municipio de Saltillo y al
oeste con el municipio de Parras de la Fuente. Su extension territorial es de 3.517 km?2. El
clima en el noroeste del municipio es de subtipos secos templados y al noreste y sur
prevalecen los tipos secos semi-cdlidos; la temperatura media anual es de 18 a 20°C y la
precipitacion media anual se encuentra en el rango de los 300 a 400 milimetros, con
régimen de lluvias en los meses de mayo, junio, julio, noviembre, diciembre y enero; los
vientos predominantes soplan en direccién sur a velocidades de 8 a 15 km/hr. La frecuencia
de heladas es de 8 a 12 dias y granizadas de 2 a 5 dias. La vegetacion es escasa en la mayor
parte del municipio y corresponde al tipo de matorral y desierto. Bdsicamente existen
plantas resistentes a las sequias como biznaga, lechuguilla, gobernadora, mezquite, nopales,
debido a que en su mayoria el suelo en su mayoria es arenoso. En las sierras del municipio
se encuentran bosques formados por cedro, encino, pino y oyamel. La Fauna que

predomina son la zorra y el coyote, sin embargo, se pueden encontrar venado cola blanca y
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gato montés en la sierra de Paila; y en la sierra de Patos, 0so y puma, entre otros. También
existen animales pequefios como: Liebre, conejo, zorrillo, ardilla, dguila, aura o zopilote,
cuervo, gorrion, codorniz, urraca, cuervo, gorridbn comun o“chilero”, alicante, serpiente y
vibora de cascabel. A partir del municipio de General Cepeda se muestrearon en las
comunidades Agua de mula (5), Independencia (9) y San Isidro (2). Las comunidades Agua

de mula, Independencia y San Isidro tienen 133, 189 y 120, habitantes respectivamente

Parras de la Fuente

El municipio de Parras se localiza en la parte central del sur del estado de Coahuila, en las
coordenadas 102°11 '10" longitud oeste y 25°26 '27" latitud norte, a una altura de 1,520
metros sobre el nivel del mar. Limita al norte con el municipio de Cuatrociénegas; al
noreste con el de San Pedro; al sur con el estado de Zacatecas; al este con los municipios de
General Cepeda y Saltillo; y al oeste con el municipio de Viesca. Parras se localiza a una
distancia aproximada de 157 kilémetros de saltillo y cuenta con una superficie de 10,523.86
kilémetros cuadrados. El clima en el sureste, sur y suroeste del municipio es de subtipos
semisecos templados; y al noroeste-norte y noreste, de subtipos secos semicélidos; la
temperatura media anual es de 14 a 18°C y la precipitacién media anual se encuentra en el
rango de los 200 a 400 milimetros en la parte norte del municipio y el centro de 400 a 500
milimetros, con régimen de lluvias en los meses de abril, mayo, junio, julio, agosto,
septiembre, octubre, y escasas en noviembre, diciembre, enero y febrero; los vientos
predominantes soplan en direccidn noreste a velocidades de 15 a 23 km/h. La frecuencia
anual de heladas es de 0 a 20 dias en la parte centro y en el extremo sur de 20 a 40 dias, asi
como granizadas en la parte norte 0 a un dia y en la parte centro-sur y sureste es de uno a

dos dias. La vegetacion de la region estd formada por mezquite, huizache, ocotillo o
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albarda, maguey monso, lechuguilla, guayule, palma zamandoca, candelilla, sotol, mimbre,
palo blanco, fresno, pino, cedro, oyamel y cactdceas de diferentes variedades. En la Fauna
se encuentran animales silvestres como leoncillo, puma, jabali, conejo, liebre, venado, oso,
coyote, gato montés, tejon, zorra, codorniz, faisdn, paloma, zenzontle, gorridn, viboras

cascabel y coralillo.

AREA DE TRABAJO
Los ejemplares de garrapata sujetos de estudio fueron analizados en los Departamento de
Microbiologia, Genética y Virologia de la Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia de

la UANL (figura 8).

Figura 8. Laboratorios de genética (1), virologia (2) y microbiologia (3) de la Facultad de

Medicina Veterinaria y Zootecnia
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DISENO EXPERIMENTAL

Toma de muestra —

Desnaturalizacion

Extraccién de ADN de la garrapata

Fenol-Cloroformo

Electroforesis en geles de agarosa Py
Cuantificacion
0.8%
Estandarizacion del PCR para R. rickettsii #

PCRy Visualizacion en gel de agarosa 1.5%

R. rickettsii

Secuenciacion y deteccion de cepas

OBTENCION DE MUESTRAS

Proporcion de perros muestreados y caracteristicas clinicas generales:

Para determinar el nimero de caninos a muestrear se utiliz6 el programa Win Episcope 2.0:
improved epidemiological software for Veterinary Medicine (Thrusfield et al., 2001,

Ortega et al., 2000). El tamafio de muestra requerido arrojado por el programa fue de 60
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ejemplares caninos por localidad, no obstante por diversas circunstancias fuera del alcance
y con excepcion del municipio de San Pedro no se obtuvo tal cantidad. La distribucién de

los perros acorde al municipio y comunidad se muestran en la Tabla 1.

Tablal. Distribucion de los perros muestreados para obtener garrapatas acorde al

municipio y comunidad del estado de Coahuila.

Municipio Comunidad Perros Total por Municipio
muestreados

Santa Rita 5

San Pedro de las  Mayran 30 60
Colonias San Nicolas 20
Centro Antirrdbico 5
Mirador 40

Parras de la Fuente Centro Antirrdbico 10 >0
. Zona urbana 36

Saltillo Centro Antirrdbico 8 44
Agua de Mulas 14

General Cepeda  Independencia 9 25
San Isidro 2

Los perros muestreados fueron de igual manera perros de casa o perros callejeros. Se
realizé un examen fisico en los perros para observar si existian signos clinicos que pudieran
indicar la presencia de Rickettsia. Para esto se observo si existia la presencia de petequias o
sangrado en mucosas orejas y nariz. En el caso de los perros que tenian duefio se les
pregunto sobre la salud de la mascota y se aplicd una pequeiia encuesta sobre la higiene y el
manejo que se tiene con los perros y los miembros de la familia.

Para el muestreo se extrajeron las garrapatas usando pinzas y guantes. Se traté de extraer el
mayor ndmero de garrapatas posibles tratando de obtener un minimo de 5 garrapatas por

perro. Los ejemplares capturados en cada animal se depositaron en viales con alcohol al

53



70%. Cada muestra, fue identificada, colocando los datos del propietario del perro, lugar y

fecha de captura.

Identificacion de las garrapatas
La identificacion especifica de los ejemplares se basé en la observacion de sus caracteres
morfolégicos y comparando las claves dicotémicas descritas en la guia para identificacién

de ectopardsitos con las garrapatas bajo el estereoscopio (Iroscope, modelo NZ-14).

ENCUESTA SOBRE MANEJO E HIGIENE DE LA MASCOTA
Se realiz6 un pequeiio cuestionario a los duefios de los perros para determinar los factores
de riesgo mediante el uso de tablas de contingencia y determinar el riego relativo que

pudieran presentar las mascotas utilizadas para este estudio.

Desarrollo de la encuesta:

-¢ El perro habita en el interior de la casa?
-; Conviven mucho con el perro?

-(El perro tiene acceso a la calle?
-(Desparasita a su perro regularmente?

-, A sido mordido usted o algin miembro de la familia por alguna garrapata?

EXTRACCION DE ADN DE LAS GARRAPATAS
Rompimiento de las garrapatas:
La ruptura de las garrapatas se llevé a cabo bajo el método de FastPrep®-24 (MP

Biomedicals) modificado. Se colocé un espécimen en un tubo Eppedorf de 1.5 ml de con
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250 pl de buffer de lisis, una perla de vidrio y vidrio molido. Los microtubos con las
muestras fueron sellados con parafilm y cinta adhesiva para evitar derrames y colocados en
un FastPrep®-24 (MP BIOMEDICALS) para homogenizar las muestras por un periodo de
15 minutos.

Extraccion de ADN

La extraccion del ADN de las muestras se llevé a cabo mediante el método de Ferrer et al.
(Ferrer et al., 2001). Del material obtenido del rompimiento de la garrapata se agregé todo
el contenido en un nuevo tubo Eppedorf y se le agregé 500 pl de buffer de lisis y 40 pl de
proteinasa K y se dejo incubar en un AccuBlock (Labnet International Inc.) bafio en seco a
65°C por una hora, agitando la muestra en un vortex (VX-100 Lab Vortex Mixer Labnet
International Inc.) cada 15 min. Pasada la hora se le agregé a la muestra 500 pl de Fenol-
Cloroformo-Alcohol Isoamilico (49.5:49.5:1) y se colocd en una centrifuga (Centrifuge
5430 Eppendorf) a 14000 rpm por 15 min.

El sobrenadante fue colocado en un nuevo tubo y se realizaron 2 lavados con 500 pl de
alcohol Isoamilico (27:1) centrifugando por 10 min a 14000 rpm y recogiendo el
sobrenadante.

Posteriormente se agregd 65 pl de NaOAC Y 75 pl de NaCl se agitd suavemente por
inversion.

Se dej6 a -20 °C por 24 horas

La muestra se centrifugd por 10 min a 14000 rpm.

Se recogi6 el sobrenadante y se colocd en un tubo nuevo al cual se afadié 270 pl de
Isopropanol y se dejo a -20°C por 10 min.

La muestra se centrifugd por 10 min a 14000 rpm y se eliminé el sobrenadante.
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El pellet se resuspendi6 en 500 pl de etanol al 80% grado molecular y se centrifugé por 5
min a 14000 rpm.
Una vez centrifugada se eliminé el sobrenadante y se puso a secar en la incubadora a 37°C

El ADN se re suspendi6 en 20 pl de agua milli-Q a -20°C.

TECNICAS GENERALES EMPLEADAS EN EL ANALISIS DE LAS MUESTRAS
DE ADN PARA LA IDENTIFICACION GENETICA DE Rickettsia rickettsii

Geles de Agarosa al 0.8%

Se prepararon geles de agarosa al 0.8% en buffer buffer SB 1X para el corrimiento
electroforético del ADN que se extrajo de las garrapatas. Las condiciones de electroforesis
utilizadas fueron de 90 volts por 25 min, a 90 V, usando GelRed™ Nuleic Acid Gel Stain,
10, 000 en agua, bajo irradiacién de UV en el transiluminador MultiDoc-Lt. Digital

Imaging System (Upland CA, USA).

Cuantificacion de ADN

El ADN fue cuantificado en el espectrofotometro Epoch Microplate colocando Sul del

ADN en los pocillos para muestra.
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Figura 9. Espectrofotometro Epoch Microplate.

AMPLIFICACION DE ADN

Estandarizacion de la PCR para las cepas control por medio de un gradiente

Para la estandarizacion de la PCR se realiz6 un programa de gradiente usando las siguientes
temperaturas:
94°C por 4 min, 35 ciclos a (94°C durante 1 min, 47°C-58°C 1 min y a 72°C 1 min) con un

ciclo final de 72°C por 10 min (tabla 2).

Tabla 2. Programa para la PCR gradiente

Temperatura °C Tiempo N° de Ciclos
94°C 4 minutos 1 ciclo inicial
94 °C 1 minuto

47-58 ° C 2 minutos 35 ciclos
72°C 1 minuto

72°C 10 minutos 1 ciclo final
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PCR:

Ya establecidas las condiciones adecuadas para la realizacién de la amplificacién se siguid
el protocolo de la siguiente manera.

Las muestras del DNA gendmico de las garrapatas fueron amplificados por PCR en una
mezcla de reaccion de 25 pl conteniendo tampon PCR 1 x 5 ul, 200 uM de cada
desoxirribonucleosido trifosfato (dATP, dGTP, dCTP, dTTP), 0,3 mM de MgClI2, 0,4 uM
de cada iniciador Tz-15 -19 (5-TTCTCAATTCGGTAAGGGC-3 y Tz-16- 20 5'-
ATATTGACCAGTGCTATTTC-3") (Tzianabos et al., 1989) (Tabla 3 y 4) 1,25 U/ul Taq
DNA polimerasa (Invitrogen, San Diego, Calif). La amplificacion se realiz6 usando el
siguiente protocolo: 94°C por 5 min, 40 ciclos a 94°C durante 1 min, 58 °C 1 min,
finalmente a 72°C 1 min (Tabla. 3). La reaccién de PCR se llevo a cabo en el termociclador
MiniCycler (TM MJ Research INC, NY, USA). Como control positivo se usé la cepa de
referencia de R. rickettsii strain Bitterroot proporcionada por el Dr. Christopher D. Paddock
(CDC Atlanta, GA 30333). En cada experimento se colocaron controles negativos
agregando agua MiliQ estéril.

Tabla 3. Primers utilizados para la amplificacién de ADN de Rickettsia rickettsii.

Cebador Secuencia de nucledtidos (5°-37) Diana Fragmento (pb) Referencia
Tz-15
Forward TTCTCAATTCGGTAAGGGC Gen 16S 246 pb Tzianabos et
al. 1989
Tz-16
Reverse ATATTGACCAGTGCTATTTC
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Tabla 4. Componentes y concentraciones que conformaron la mezcla para PCR.

Componentes Concentracién
Master Mix 12.5 ul
Cebador F 0.5 ul
Cebador R 0.5 ul
H20 7.5ul
ADN 4.0 ul
Volumen final 25 ul

Tabla S. Programa para la PCR

Temperatura °C Tiempo N° de ciclos
94°C 5 minutos 1 ciclo inicial
94 °C 1 minuto

58°C 1 minutos 40 ciclos
72°C 1 minuto
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72°C 10 minutos 1 ciclo final

ELECTROFORESIS EN GELES DE AGAROSA

Los fragmentos amplificados se visualizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1.5% en
Tampon TBE (0.09 M Tris, 0:09 M 4cido Bérico y 2 MM de EDTA, pH 8.3) a 90 V,
usando GelRed™ Nuleic Acid Gel Stain, en agua, bajo irradiacion de UV en el

transiluminador MultiDoc-Lt. Digital Imaging System (Upland CA, USA).

SECUENCIACION DEL ADN Y ANALISIS DE LAS SECUENCIAS
Los productos de PCR fueron secuenciados en el ASBI Prism 3130 system (Applied
Biosystems, Foster City CA). Las secuencias de las muestras fueron analizadas mediante el

uso de BLAST para comparar con las secuencias disponibles de R. rickettsii en Genbank

METODO PARA EL ANALISIS EPIDEMIOLOGICO

Para la encuesta la informacién se procesard siguiendo procedimientos normalizados de
trabajo que incluyen la entrada de la informacion y la deteccidn de inconsistencias.

La descripcidn de las variables cualitativas se realizard mediante tablas de frecuencias y en
las cuantitativas mediante pardmetros de centralizacion y dispersion.

Asimismo, se calcularon los intervalos de confianza (IC) para un 95% de seguridad.

La relacion entre las variables cualitativas se evaluard mediante el test de la ji cuadrada, asi
como el riesgo relativo de los factores tomados en cuenta en la encuesta utilizando el

programa Graph Pad Prism 7.
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RESULTADOS

IDENTIFICACION DE LAS GARRAPATAS
Del total de garrapatas recuperadas en las regiones muestreadas (San Pedro, Parras y
Saltillo) todos los ectoparasitos identificados pertenecieron a la especie de Rhipicephalus

sanguineus. En la figura 10 se observan fotografias de las garrapatas caracterizadas

Figura 10. Garrapata Rhipicephalus

sanguineus observada bajo el estereoscopio

EXTRACCION DE ADN
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El método utilizado para la extracciéon de ADN fue el método de Ferrer (fenol-cloroformo-
alcohol isoamilico 50-49-1) previamente descrito. El anélisis bajo la luz UV del
transiluminador revel6 que con este método fue posible extraer exitosamente el ADN de las
garrapatas de las tres ciudades del estado de Coahuila como se observa en las figuras 11, 12

y 13.

Figura 11. ADN de muestras de garrapatas de San Pedro con el método de fenol-cloroformo

Figura 12. ADN de muestras de garrapatas de Saltillo con el método de fenol-cloroformo

Figura 13. ADN de muestras de garrapatas de Parras con el método de fenol-cloroformo

ESTANDARIZACION DE LA PCR



Se procedid a estandarizar la amplificacion del ADN de garrapata, para lograrlo se realiz6
un gradiente de temperatura en un rango de los 47°C a los 58°C, esto con la finalidad de
determinar la temperatura 6ptima de amplificacién que se pudiera aplicar de igual manera
para las muestras de las tres ciudades para la posterior amplificacién por PCR.

En la figura... se muestran los resultados del PCR gradiente. Como se observa se las

mejores temperaturas de alineamiento fueron las de 57.3, 57.6 y 58°C.

47.7 482 497 513 529° 53.6
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Figura 14. Gradiente de estandarizacion de la PCR para R. rickettsii

AMPLIFICACION POR PCR
En las figuras 15, 16 y 17 se pueden observar los resultados de los productos amplificados
de las muestras de San Pedro, Parras y Saltillo-General Cepeda. El control de R. rickettsi

mostrd un peso molecular de 246 pb al igual que las muestras analizadas.

Figura 15. Amplificaciéon de ADN de R. rickettsii del Municipio de San Pedro. Carril 1: marcador
de peso molecular; Carril 2: Control positivo 246 pb; Carril 3-12: R. rickettsii a partir de R.
sanguineus; Carril 13: Control negativo
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Figura 16. Amplificacién del ADN de R. rickettsii de Saltillo-General Cepeda. Carril 1: marcador
de peso molecular, Carril 2: Control positivo 246 pb; Carril 3-12: R. rickettsii de las muestras de
garrapatas; Carril 13: Control negativo
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Figura 17. Amplificacién del ADN de R. rickettsii de las garrapatas de Parras. Carril 1: marcador
de peso molecular; Carril 2: Control positivo (246 pb); Carril 3-12: muestras; Carril 13: Control
negativo

Recuperacion de R. rickettsi en R. sanguineus en San Pedro, Saltillo y Parras

En la tabla 7 se puede observar los porcentajes encontrados en San Pedro, Saltillo y Parras
de la Fuente. A partir de 60 perros en cada localidad. De las 180 garrapatas analizadas
(n=180), el mayor porcentaje de muestras positivas fue encontrado en la entidad de Parras
con un 80% (48/60), seguido de San Pedro con 65 (39/60) y finalmente la ciudad de Saltillo

con un 47% (28/60) (tabla 6).

Tabla 6. Porcentaje de positividad de las muestras colectadas en las ciudades estudiadas de
Coahuila a partir de 60 perros de cada localidad.

Municipio Muestras Positivas Negativas Porcentaje de

positividad
(perros) (garrapatas) (garrapatas)
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San Pedro 60 39 21 65%

Saltillo-General 60 28 32 47 %
Cepeda

Parras 60 48 12 80%
Total 180 115 65 64%

ENCUESTA SOBRE MANEJO E HIGIENE DE LA MASCOTA

La encuesta no se aplicd para todos los perros que fueron muestreados; debido a que
algunos animales no tenian propietarios. Para el estudio solo se tomaron en cuenta 20
cuestionarios de San Pedro y 9 de Saltillo, de acuerdo a lo anteriormente mencionado. Para
dicho anélisis se realiz6 la prueba de tablas de contingencia para analizar el riesgo relativo
sobre el manejo e higiene de las mascotas en relacion a los factores de riesgo que pudieran

presentar los animales revisados.

En la tabla 7 se presentan las preguntas del cuestionario relacionadas como factores de

riesgo de que el perro adquiera las garrapatas infectadas y su porcentaje de respuestas

otorgadas por los propietarios.

Tabla 7. Cuestionario de factores de riesgo.

Pregunta Si No

(El perro tiene acceso a la calle? 25 (80%) 4 (20%)
(Bafa a su perro con frecuencia? 15 (80%) 14 (20%)
(Desparasita a su perro regularmente? 12 (60%) 17 (40%)
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En la tabla 8 se observan las preguntas del cuestionario relacionadas como factores de
riesgo de que el propietario adquiera el patégeno transmitido por la garrapata de la mascota
y su porcentaje de respuestas otorgadas por los propietarios.

Tabla 8. Porcentaje de propietarios que tienen un trato cercano con las mascotas

Mascotas que habitan dentro de casa 2 (14%)
Propietarios que conviven mucho con el perro 23 (79%)
Propietarios que fueron picados por la garrapata 2 (7%)

Mediante el andlisis las tablas de contingencia de los factores de riesgo asi, como el riesgo
relativo de adquirir la Rickettsia tanto perros como propietarios. En la figura 18 se observa
el nimero de animales muestreados con garrapatas tanto positivas como negativas a la
Rickettsia que habitaban en el interior de la casa, y los que habitaban en el exterior. De
acuerdo a los resultados analizados arrojaron un valor de significancia de 0.4975 dejando
claro que el habitat de la mascota no funge como factor de riesgo para que el animal
adquiera la garrapata infectada. Teniendo un riesgo relativo de 1.8 en los animales que se

encuentran en el exterior.
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Figura 18. Las barras oscuras representan los perros muestreados con garrapatas que
fueron positivas a R. rickettsii tanto los que habitaban en el interior, como en el exterior
de la casa. Las barras claras representan los perros muestreados con garrapatas que
fueron negativas a R. rickettsii.

En la figura 19 se expone el nimero de animales muestreados con garrapatas tanto positivas
como negativas a Rickettsia que tenian acceso a la calle, y los que no lo tenfan. Los
resultados estadisticos nos muestran un valor de significancia de 0.5920 donde se observa
que el acceso a la calle no es considerado como factor de riesgo para que el animal adquiera
la garrapata infectada. Teniendo un riesgo relativo de 1.18 en los animales que tienen

acceso a la calle.
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Figura 19. Las barras oscuras representan los perros muestreados con garrapatas que fueron
positivas a R. rickettsii tanto los que tenian acceso a la calle, como los que estaban dentro. Las
barras claras representan los perros muestreados con garrapatas que fueron negativas a R. rickettsii.

En la figura 20 se puede observar el numero de animales muestreados con garrapatas tanto
positivas como negativas a Rickettsia que tenian una convivencia cercana con sus y los que
no tenian convivencia con sus propietarios. El valor de significancia de 0.6693 encontrado
muestra que la convivencia y atencidén que el propietario pueda tener con la mascota no

funge como factor de riesgo para que el animal adquiera la garrapata infectada. Teniendo

Con acceso

Sin acceso

Bl FPositivo
Negativo

un riesgo relativo de 1.2 en los animales que no tienen convivencia con su propietario.
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Figura 20. Las barras oscuras representan los perros muestreados con garrapatas
que fueron positivas a R. rickettsii tanto los que tenian convivencia cercana con sus
duefios, como los que no la tenfan. Las barras claras representan los perros
muestreados con garrapatas que fueron negativas a R. rickettsii.

En la figura 21 se expone el nimero de animales muestreados con garrapatas tanto positivas
como negativas a Rickettsia que eran desparasitados de manera externa (bafos con asuntol
e inyeccion de ivermectina) por sus duefios, y los que no recibian desparasitacion externa.
Los resultados nos muestran un valor de significancia de 0.3701 lo cual, la falta de
desparasitacion externa con asuntol e ivermectina no es un factor de riesgo para que el
animal adquiera la garrapata infectada. Teniendo un riesgo relativo de 1.199 en los

animales que no tienen desparasitacion externa.
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Figura 21. Las barras oscuras representan los perros muestreados con garrapatas que
fueron positivas a R. rickettsii tanto los que fueron desparasitados, como los que no.
Las barras claras representan los perros muestreados con garrapatas que fueron
negativas a R. rickettsii.

SECUENCIACION DEL ADN Y ANALISIS DE LAS SECUENCIAS
Las muestras positivas de la PCR fueron enviados a secuenciar, en las tres entidades

estudiadas dieron como resultado R. rickettsii str. Morgan (figura 22).

79 >150716-19 005 79 tz15.abl 224

NN MNANNMNNMNMNMNNMNN NN NNNNNNSNNNNNN

ATAGTCATGAAGCAGTTCTTGGTGGACAAATCGGTGCAGGTATGGATGAACAGGATAGAAGACTTGCAGA
GCTTACCTCACAGAGAGCTTTAGAAACAGCTCCTAGTGGTAGTAACGTAGAATGGCGTAATCCGGATAACG
GCAATTACGGTTACGTAACACCTAATAAAACTTATAGAAATAGCACTGGTCAATA

Rickettsia rickettsii str. Morgan, complete genome

Sequence ID: gh|CP0O06010.1|Length: 1269809Number of Matches: 1
Related Information

Range 1- 1196408 to 1196593GenBankGraphics Wext Match Previous Match

Figura 22. Resultado de la secuenciacion de ADN perteneciente a Rickettsia rickettsii cepa
Morgan.
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DISCUSION

Las garrapatas son consideradas como parte importante entre los vectores de mayor interés
desde el punto de vista de Salud Publica, por su gran participacion en la transmisién de
microorganismos patégenos como bacterias, helmintos, protozoarios y virus que afectan a
los animales y al humano (Dantas-Torres et al., 2012, Dantas-Torres, 2010). Estos
ectopardsitos colaboran de una manera importante en el papel vectorial, como reservorios o
reproductores de una manera importante de las rickettsias del grupo conocido como fiebres
manchadas, destacando la participacion de diferentes géneros de la familia Ixodidae (Parola
et al., 2005), entre los que se encuentran Dermacentor, Rhipicephalus y Amblyomma,
considerados como los principales artrépodos transmisores de R. rickettsii, R. parkeri, R.
massiliae y R. africae en América (Parola et al., 2009, Guglielmone et al., 2006).

En México entre 1930 a 1950 se presentaron casos de Fiebre Manchada en diferentes
estados como Coahuila, Durango, San Luis Potosi, Sinaloa y Sonora, compartiendo como
Unico vector a R. sanguineus (Bustamante, 1943, Mariotte et al., 1944, Bustamante y
Varela 1947); a diferencia de vectores implicados en el sur del pais especificamente en el
estado de Veracruz fue reportado un caso en que Amblyomma cajennense fue responsable
de la transmision de rickettsiosis (Bustamante y Varela, 1946). En este trabajo se tomaron
muestras de 180 perros con garrapatas identificindose el 100% como principal artrépodo
vector a la especie R. sanguineus, estos datos concuerdan con otros estudios en México,
reportado por Tinoco et al. (2009) en el cual se tomaron muestras de 348 perros de la calle,
en estos animales fueron caracterizados al 100% como R. sanguineus a todos los individuo.
De igual forma estudios presentados por Cruz et al. (1998) de 349 caninos obtuvieron

también el 100% de presencia de esta especie en las garrapatas identificadas.
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En este estudio se encontré una prevalencia del 65% en San Pedro, 51% en Saltillo-
General Cepeda; y 80% en Parras, estos datos fueron similares a los encontrados por
Khrouf et al., 2014 con valores que oscilaron entre 11.1% hasta 65.2 % en garrapatas de la
especie R. sanguineus, a diferencia de los resultados encontrados por Castillo-Martinez et
al. 2015 en su estudio realizado en Matamoros Coahuila, a partir de 217 garrapatas (R.
sanguineus) de 72 perros, en el cual solo encontraron un 4% de prevalencia de Rickettsia
spp de las muestras analizadas, estos valores fueron muy bajos comparados con los datos
reportados en las tres poblaciones en esta investigacion.

De los resultados sobre los factores de riesgo mediante el uso de tablas de contingencia
para establecer el riesgo relativo de los animales de San Pedro y Saltillo-General Cepeda
analizados en esta investigacion, ninguno represento un factor de riesgo relativo para que el
animal adquiera la garrapata infectada. De acuerdo a lo obtenido en este anélisis, se detectd
la necesidad de aplicar otros datos en la encuesta como tamafio de muestra, poblaciones de
perros con y sin garrapatas, edad de los perros, grado de infestacion de garrapatas en el
perro, que pudieran enriquecer y a la vez fortalecer el andlisis (De Lacerda et al., 2004,

Goossens et al., 2001, Merino et al., 2000)
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Conclusiones

Las muestras de garrapatas colectadas en San Pedro, Parras y Saltillo-General Cepeda

fueron identificadas en un 100% como Rhipicephalus sanguineus

Los resultados por PCR de las muestras analizadas utilizando los cebadores propuestos por
Tzianabos (Tz -15-19 y Tz-16-20), amplificaron a 246 pb, lo cual estd especificado para

Ricketssia rickettsii

La comprobacién por secuenciacion de los productos amplificados mediante los cebadores
Tz -15-19 y Tz-16-20 fueron R. rickettsii str. Morgan con un 100 % de homologia con las

cepas reportadas en Genbank.

Basado en lo anterior, existe una alta frecuencia de R. rickettsii str. Morgan en garrapatas

de perros de todas las localidades analizadas.

De acuerdo a los datos analizados mediante la encuesta aplicada a los propietarios de
mascotas de San Pedro y Saltillo-General Cepeda, utilizando tablas de contingencia, en esta
investigacion no proporciono datos suficientes para determinar factores de riesgo relativo

que pudieran ser importantes para que el animal adquiriera la garrapata infectada.

Basados en los datos del presente trabajo es necesario realizar estudios posteriores para
determinar el papel de R. rickettsii str. Morgan en la presentacion de casos de brotes

febriles en los cuales este incluido el vector Rhipicephalus sanguineus,
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Es necesario establecer medidas preventivas y de manejo para evitar la infeccién por R.

rickettsii tanto en la poblacion humana y animal de la region analizada.
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