UNIVERSIDAD AUTONOMA DE NUEVO LEON
FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

Caracterizacion del microbioma bacteriano en base a la region 16S rDNA y su asociacion

con patogenos de importancia médica en garrapatas de hospederos silvestres del norte de

la Republica Mexicana

TESIS

COMO REQUISITO PARCIAL PARA OBTENER EL GRADO DE

DOCTOR EN CIENCIAS CON ORIENTACION EN MICROBIOLOGIA

POR:
M en C MARIANA CUESY LEON

FEBRERO, 2021



Caracterizacion del microbioma bacteriano en base a la region 16S rDNA y su
asociacion con patogenos de importancia médica en garrapatas de hospederos silvestres

del norte de la Repiblica Mexicana

Comité de Tesis

— = /)
Al I/
L iWYuioy
Mo
L

DRA ZINNIA JUDITH MOLINA GARZA

Director de Tesis

DR. LUCIO GALAVIZ SILVA

Secretario

DRA MARIA PORFIRTA BARRON GONZALEZ

Vocal
/

: 250
DRA LICET VILLARREAL TREVINO
Vocal

A

DRA PATRICIA TAMEZ GUERRA
Vocal

s
Subdirectora de Pgsgrado

OFE POSGRADC



AGRADECIMIENTOS
Le agradezco al ETERNO por acompafiarme y guiarme a lo largo este tiempo y por
brindarme una vida llena de aprendizajes, experiencias y sobre todo felicidad.
A le doy gracias a mi familia:
A mi Esposo Oscar Alberto Pérez, a mis padres Griselda Leén y Eduardo Cuesy, a mis
hermanos Miriam, Ileana, Miguel Angel y Daniela, a mis suegros Severiano Pérez y Araceli
Narvéez. A mis amigos porque también son familia.
Por su amor, carifio, apoyo y creer en mi siempre.

Agradezco a mi comité de tesis:

A la Dra. Zinnia J. Molina Garza y al Dr. Lucio Galaviz Silva por permitirme formar parte
de su equipo de trabajo y por su gran apoyo para realizar esta tesis.

A la Dra. Maria Porfiria Barron Gonzales, Dra. Licet Villareal Trevifio y Dra Patricia Tamez
Guerra por su apoyo y amabilidad para formar parte de mi comité.

Gracias a todos por su tiempo y paciencia para realizar las correcciones de este trabajo y
consejo durante el desarrollo del mismo.

También doy mi mads sincero agradecimiento:

A todos y cada uno de mis compaiieros de laboratorio pues fueron un gran ejemplo de trabajo
en equipo, ayuda y aprendizaje para mi.

Al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia por la beca proporcionada para el desarrollo
de este trabajo.

A Susana Pérez Sauceda de la Organizacion de Vida Silvestre, al Ing. Isaias Galvan Castro
de la Unién Ganadera Regional de N.L., a Taxidermia Internacional y Taxidermia Rodriguez.
Por su apoyo en la colecta de muestras de las cuales dependia para realizar esta tesis.

Sin cada uno de ustedes: familia, maestros, amigos, compafieros, etc. no podria haber logrado
este trabajo, el cual significa mucho para mi desarrollo personal y profesional

“La vida es una union simbidtica y cooperativa que permite triunfar a los que se
asocian” Lynn Margulis



DEDICATORIA

A mi esposo:
Por amor, cariiio y apoyo en todos estos arios juntos

A mis padres:
Porque han sido fundamentales en todo lo que soy, en toda mi educacion, tanto académica,
como de la vida, por su apoyo incondicional

A mis hermanos:
Por el carifio que siempre me han brindado



INDICE

INDICE DE FIGURAS . ..ottt sttt sttt sttt ettt she e e e besbeeae bt enaeseesaens 3
INDICE DE TABLAS ...ttt sttt h et sttt she e en e besbesaeebeenbenaesbe 5
LISTA SIMBOLOS Y ABREVIATURAS ..ottt ettt st s 6
RESUMEN ...ttt ettt ettt bttt et st eb bt e at et e st e be e b e et et anbenbesbeeaeebeenbeneasaens 9
SUMMARY ..ttt sttt ettt st b et ettt et ea et et s bt ebeeb e es e neesbeebeeseeteneeneens 9
INTRODUCCTON ...ttt ettt st sttt sttt bttt s be st et e st et e b sbe st entenbesaesbesbeenteneesee 13
ANTECEDENTES ...ttt ettt st eb et sb et e bt et st e besbesnte e anee s 15
| 101 () TSP P PO PP PPUPOPRRPO 15
1.1 CICLO dE VIAA ..ottt et e e 16

1.2 DHSHIDUCION. ..ttt sttt sttt e e e bbb e e e bt st seenee e 18

2- Principales enfermedades trasmitidas por Garrapatas .........eceeceereereeerieeriesiueseeseeseeseeseenns 19
2.1 Enfermedad de LyMe .....cccevieriiiiieie ittt ettt sttt s e se s see e e en 21

2.2 RICKEIOSIS v eveeeeieeeitiie ettt sttt iError! Marcador no definido.

2.3 ANAPIASINIOSTS .euvreurieureeiirieeseeeesteeteeetestte st esseesteesbeestesaeesteessaesaeanseesesssessesseenseesseenseens 30

2.4 ERTHCRIOSIS 1veuvteueeuritiiiie ettt sttt ettt sttt st st b 34

2.5 BADESIOSIS «..veuveuteeititieie ettt sttt st st eb et r e eb ettt se et ne e e s h et e en e nnes 38

2.0 TULATEIMIA ..ottt ettt ettt st st e e bttt s esbaesbeesbeebeesbesabesbeebeeseeenseans 43

3= RESEIVOTIOS ...ttt ettt ettt ettt bt et sh bt e b se e sb bt eeneeas 46

A= COINTECCIONES ..euveeueeeureatireesieeteesteetestestaestee st esbeeubesstesaeesaeesbaesbeenseebeenbesabesseenseessenaseans 49

5- Interacciones vector-huésped- PatOZeno..........ccvrirerceeniieenine e e 51

5- Diversidad del microbioma de las garrapatas..........ccoeevuvnnen. iError! Marcador no definido.
JUSTIFICACION w..couiirtiineieetissesionesies s ss sttt st 60
HIPOTESIS. ottt st sssse st e e 61
OBJIETIVOS ..ottt ettt st st bttt s bttt eb e et et se e she st eat et et e bt shesaeeneentennas 61
ODBJELIVO ZENETAL....c.eiiuiiiiieriiie et s e e et n e sr e r e e ne e 61
ODbJEtIVOS PATTICULATES ....veeuveeieeieriesitestesteese e st ee e etesteste et e be e e eseesseessseseesseenseesseensesnsesneeens 61
MATERIAL Y METODOS.........ooieieieeteeesieeseeesaseaeseesessesssssess s ses s sassssasssesasssssesesssssssassnssnnes 62
ATEA dE ESLUAIO ..veveoeeveeceecee ettt ee ettt sa e s et a s eneens 62
COlECta dE GAITAPALAS ...eveeveerieeieeieeeteeterteeseesteesteesbeeseesaseseessaesseesseensessseensesssesssesseenseensesnsesns 64

Ficha entomOlOZICa. .....cc.eiiiieiiiiie ettt s e e 64



Identificacion de Garrapatas. .........ccecceveeeuerireereerene ettt e 64

Extraccion del ADN a partir de Sarrapatas. .........coceeeeeeierienineerinieseese e seenee s 65
Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR)......ccocvviiinieienininiieneeee 66
Caracterizacion del microbioma intestinal..........ccceeceeierieiieneerine e 68
RESULTADOS . ...ttt et et st et sn e s sn s e st e e e sreenneene 70
Identificacion taxonOmMICa del VECTOT .......cuiiieriiereeiirie ettt ettt st see e 70
L. OtODBIUS MEZNIR ...ttt st 72

2. BOOPRIIUS MICFOPIUS ....ooveveeeiiesieeiteiee e sttt st ettt stae e s e este s e seesseesae e sreenseens 73

3. GENETO DEFMMACERION ...ueeueeeieieiieieciie ettt sttt et s e e srre e srre e sne e sreeesreee e 73
3.1 DermaCERIOr MILEIS ......c..vecveveiiiiiiiieiect ettt ettt s s 74
3.2- DermMACENION MURLETT .......oooueeveieiinieiieeiieee ettt st s st sre e 74
4= GENCTO AMBIYOMINA. ...ttt s e 75
4.1 Complejo AmbLyOmMmMA CAJENNENSE .........ceceereeereeciesiiriiisceeniieseeseenteeesseesseseesseesseens 75
4.2 Complejo Amblyomma MACULAIUN ...........cceovceeieveeiieciieie ettt see e saeeseeens 76

gPCR para la cuantificacion por curva estandar de patdgenos trasmitidos por garrapatas.. 76

Caracterizacion de microbioma de las especies de garrapatas colectadas. .......cocceeeeereenennne 79
DISCUSIONES. ...ttt ettt sttt sttt e e bt s ae et eae e be s b e s bt sbe et enbesaesbesbeenteneenee 88
CONCLUSTONES ..ottt ettt ettt e et e b e st se e bt bt se stk bes b eb bt b se et b sbeseeneene 95
PERSPECTIVAS ... ottt sttt bt et bttt e b et s e st et se b she st ebesbene e ene 96

BIBLIOGRAFTA ..ot ee et e e e e e e ee et e ee e e e eeesesesesees s s eeeseseeessseneeseseeeaseneens 97



INDICE DE FIGURAS

Figura 1 Ciclo de vida de la garrapata de venado. Tomada de:

http://www.cdc.gov/lyme/transmission/index.html ...........ccccoeviiiiiieinieennn. 18
Figura 2- Distribucion de especies de garrapatas en México (Sosa-Gutiérrez et al.,,

2015 ettt e et h ettt et et ea bttt ae 19
Figura 3 -Taxonomia de Borrelia bugdorferi. Karami (2012).......ccccccuvevvevivierecieennnenns 24
Figura 4 Distribucion geografica de la enfermedad de Lyme y genospecies de B.

burgdorferi. Tomada de: Kurtenbach ef al. (2006).........cccceeevveevvercveeciieennn. 26

Figura 5 a) Distribucion de las rickettiosis del grupo de las fiebres manchadas b)
distribucion de las principales rickettsias en México y Centroamérica Tomada
de: https://mygermanshepherd.org/periodical/how-to-get-rid-of-tick y Parola

€F AL (2013) et 30
Figura 6 Ciclo de vida intracelular de Anaplasmataceae. Tomada de Pruneau et al.
(2014 e et ettt ettt 33

Figura 7 a) Distribucion de Anaplasmosis a nivel mundial y b) distribucion de
anaplasmosis bovina en México. Tomada de
https://mygermanshepherd.org/periodical/how-to-get-rid-of-tick y Rodriguez

€1 AL (2009) ..o 34
Figura 8 Ciclo intracelular de Ehrlichia spp. Tomada de Sunil (2016).........cccveveennnenne. 37
Figura 9 Distribucion geogréfica de Ehrichiosis monocitica humana. Tomada de:

https://mygermanshepherd.org/periodical/how-to-get-rid-of-tick................... 38
Figura 10- Ciclo de vida de Babesia spp. (CDC, 2015).....ccccevvieriiiieiieiienieneeeeeeeeees 41

Figura 11 Distribucion de Babesiosis, se muestra zonas endémicas y no endémicas.
Tomada de: https://mygermanshepherd.org/periodical/how-to-get-rid-of-tick

Figura 12 Ciclos Zoonoticos de Francisella tularensis. Tomada de Leal-Balbino et al.
(2017 ettt ettt 44

Figura 13 Ciclo celular de Francisella tularensis. Tomada de Celli y Zahrt (2013)........ 45

Figura 14 Tomada de: https://mygermanshepherd.org/periodical/how-to-get-rid-of-tick

Figura 15 Ejemplos de conflicto (A) y cooperacion (B) en las interacciones garrapata-
patogeno- huésped. Tomada de De la Fuente ez al. (2016)......ccccvveeevvennennnee. 52
Figura 16 Mecanismos inmunes y moleculares que constituyen barreras potenciales para
la transmision de patogenos. Tomada de Hajdusek ef al. (2013).................... 53
Figura 17 Interacciones moleculares Garrapata- Patogeno, Los patdégenos activan
mecanismos (1) y manipulan las respuestas de proteccion contra garrapatas y
otros procesos bioldgicos para facilitar la infeccion (2), mientras que las
garrapatas responden para limitar la infeccion y preservar la aptitud
alimenticia y la competencia vectorial para la supervivencia de garrapatas y
patogenos (3). MG, intestino medio; HE, hemocito; SG, glandula salival;
MSPs, proteinas de superficie mayores; HSPs, proteinas de choque térmico;
ER, reticulo endoplasmico. Tomada de De la Fuente et al. (2017)................ 54
Figura 18 Cambios en el microbioma de la garrapata y la consecuente respuesta inmune
en el intestino de la garrapata. Tomada de Narasimhan y Fikrig (2015)........ 55



Figura 19 Origen y adquisicion del microbioma bacteriano de las garrapatas. Tomada de

Bonnet € al. (2017) cuueeeeeeeeeeee e e 57
Figura 20 Principales géneros bacterianos representativos del microbioma de las
garrapatas. Tomada de Narasimhan y Fikrig (2015) .....cccovviiviiniiniiiienne 58
Figura 21 Filogenia de 10 de los principales géneros de endosimbiontes en garrapatas.
Tomada de Bonnet ef al. (2017) c..eeeeeeeeeeiieeeeeeeee e 59
Figura 22 Posible impacto del microbioma de la garrapata en la trasmision de patdgenos.
Tomada de De la Fuente ef al. (2017) cccuvveoeeeeeiieeeeie e 60
Figura 23 Flujo general de trabajo seguido como estrategia experimental del estudio.
Modificada de Greay et al. (2018)...cc.ueeevieeiieeieeieee e 62
Figura 24 Ubicacion Geografica de las zonas de muestreo ...........cceevevveecieeeiveenveenneenns 63
Figura 25 Distribucion corporal de las distintas especies de garrapatas colectadas ........ 72
Figura 26 Caracteristicas taxonomicas de Otobius megnini (Walker et al., 2014).......... 72
Figura 27 Caracteristicas morfoldgicas para la identificacion taxonémica de Boophilus
microplus (Walker et al., 2014) ......ccoieeieeiieeeeeeeeee e 73
Figura 28 Caracteristicas morfoldgicas para la identificacion taxonémica del género
Dermacentor sp. (Walker et al., 2014) .......oooveveieeeiieeieeeeee e 73
Figura 29 Caracteristicas morfoldgicas para la identificacion taxondémica de D.nitens
(Hoskins, 1991; Walker et al., 2014).....ccccooueeeiiiiieeieeie et 74
Figura 30 caracteristicas morfologicas para la identificacion taxonoémica de D. hunteri.
(Furman y Loomis, 1984; Hoskins, 1991).......ccccccveiiiniinienienieiece e 74
Figura 31 Principales caracteristicas morfologicas para la identificacion taxonomica del
género Amblyomma.(Walker et al.,, 2014) .....ccceevieiieniiieieeeeiee e 75
Figura 32 Caracteristicas morfologicas para la identificacion de especies del complejo A.
cajenennse (Guzman-Cornejo et al., 2011; Nava ef al., 2014) ......cccccvene.e. 75

Figura 33 Caracteristicas morfologicas para la identificacion taxondmica de especies del
complejo A. maculatum (Guzméan-Cornejo et al., 2011; Lado et al., 2018) ...76
Figura 34 Curva estandar y grafica de amplificacion para Anaplasma phagocytophilum

......................................................................................................................... 77
Figura 35 Curva estandar y grafica de amplificacion para Rickettsia rickettsi................ 77
Figura 36 Curva estandar y grafica de amplificacion para Erlichia chaffennsis ............. 77
Figura 37 Curva estdndar y grafica de amplificacion para Borrelia burgdorferi ........... 78
Figura 38 Curva estandar y grafica de amplificacion para Babesia microti.................... 78
Figura 39 Principales especies bacterianas que conforman el microbioma de las especies

de garrapatas colectadas de venado..........cccceeeviieriiiieiieeiiieeeee e 81
Figura 40 Microbioma de R.microplus y D.nitens, de acuerdo a la localidad de colecta.

......................................................................................................................... 83

Figura 41 Microbioma de machos y hembras de R. microplus y D. nitens colectados....84
Figura 42 Composicion del microbioma bacteriano de garrapatas D. hunteri machos 'y
J11S] 1010) ;1T USROS UPRRUPPRRPRO 87



INDICE DE TABLAS

Tabla 1 Principales enfermedades trasmitidas por garrapatas modificada de: Ledn-

Artozqui (2012b); Vayssier-Taussat e al. (2015). cooovveeeieeeiieeieeieee e 20
Tabla 2 Clasificacion clinica de la enfermedad de Lyme, tomada de: Portillo et al.
(2004 ettt ettt b et et be e 22

Tabla 3 Clasificacion y caracteristicas clinico-epidemiologicas de las especies de
Rickettsia de mayor interés clinico. Tomada de: Bernabeu-Wittel y Segura-

Porta (2005). cevveeieeeeieeeee e iError! Marcador no definido.
Tabla 4 Especies del género Anaplasma, vectores y su distribucion. Tomada de:

Dantas-Torres y Otranto (2017)...c..eecueeeiieereieie ettt 32
Tabla S Principales especies de Ehrlichia. Tomada de Little (2017)...ccceevveeviiennnnnee. 36

Tabla 6 Principales especies de Babesia de importancia médico-veterinaria. Resumida
de Dantas-Torres et al. (2017) con énfasis en especies de importancia humana

7L NS (AN 41 1<) o Lo H TSP PP 40
Tabla 7 Sindromes Clinicos de Tularemia. Tomada de Harik (2013) .........cccoeeevvrennennn. 43
Tabla 8 Coinfecciones y como estas alteran la biologia de los microrganismos. Tomada
de Cabezas-Cruz ef al. (2018)....cuuieiuieeeiieeie et 50
Tabla 9 Primer y sondas utilizados para el diagnostico de patogenos trasmitidos por
GATTAPALAS ..ottt ettt ettt ettt st sae et st eab st ettt e bt et eabe e saeeeae s 66
Tabla 10 Oligonucleotidos sintetizados como controles positivos de enfermedades
trasmitidas POT GATTAPALAS. ...c.eerveerueeriierierieeieeie ettt e et et e e e stee e seeesaeesneeene 67
Tabla 11 Condiciones de termociclado para qPCR de patdogenos trasmitidos por
ATTAPALAS. ..eenveeeniieeriiie et e esiree et e e e e s iError! Marcador no definido.
Tabla 12 Datos obtenidos en las colectas del norte de la Republica Mexicana.............. 71
Tabla 13 Cuantificacion de controles positivos para patdogenos trasmitidos por garrapatas
............................................................................................................................ 76
Tabla 14 Principales ordenes bacterianos encontrados en las especies de garrapatas
colectadas de VeNado..........cuecueriiiiiniiiiiiiee e 80
Tabla 15 Indices de Shannon de alfa diversidad por especie de garrapata, localidad y
SEXO. t1utteutteette ettt ettt e et e ettt et et a et e et e et e bt e b n e e bt e e e et et e bt e e bt e e be e e eaneeeareeeanee 82
Tabla 16 Analisis SIMPER entre especies de garrapatas colectadas en venado. Se
muestra las 5 familias con el mayor porcentaje de contribucion....................... 82
Tabla 17 indices de alfa diversidad (intervalos de confianza) para hembras y machos de
D HUREETL. ..ottt ettt sttt e ettt e s e e nteeeanaeenneean 85

Tabla 18 Principales taxones identificados en el microbioma de D.hunteri. .................. 86



LISTA SIMBOLOS Y ABREVIATURAS

Microgramos mg
Mililitros mL
Milimetros ctibicos mm?
Latitud/Longitud Lat/Lon
hectareas has
microlitros uL
Revoluciones por minuto rpm
Pares de bases pb
Cloruro de magnesio MgCl

Desoxiribonucleotidos dNTP’s



RESUMEN

Las garrapatas pueden transmitir numerosos agentes patdgenos, lo que les confiere gran
importancia como vectores en personas y animales, siendo superados a nivel mundial,
unicamente por los mosquitos. Estas pueden estar coinfectadas con multiples patdégenos, y dada
la alta tasa de trasmision vertical de los endosimbiontes residentes en su tracto digestivo, los
patdgenos casi siempre concurren con estos microorganismos; sin embargo, la mayoria de los
estudios sobre las relaciones entre las garrapatas, el huésped vertebrado y el patégeno, han dado
poca consideracion a toda la comunidad microbiana de endosimbiontes y otros microbios de
funcion desconocida, asi como a sus interacciones. Estas asociaciones pueden afectar la
colonizacion, trasmision y virulencia de patdogenos humanos y animales. En este trabajo se
colectaron 4 especies de garrapatas distintas: R. microplus, D. nitens, O. megnini, D. hunteri,
ademas de especimenes de los complejos de Amblyomma cajenennse 'y A. maculatum, y se
observd que preferian alimentarse de manera significativa en las orejas, cabeza y cuello (p<
0.05) con respecto a la escapula o patas del cuerpo del hospedero donde se colectaron. Por su
parte, se logré estandarizar protocolos para el diagndstico mediante qPCR de patogenos
trasmitidos por garrapatas, como E. chaffeenis, R. rickettsi, A. phagocytophilum, B. bugdorferi,
y B. microti y se realiz6 la cuantificacion de estos 5 patdgenos en las muestras de garrapatas
colectadas de venado cola blanca y borrego cimarrén, las cuales dieron por debajo de 1x10’
Nc/mL (Negativas). Ademas, se realizo la secuenciacion de la region de DNA que codifica para
16s ribosomal por [llumina para la caracterizacion del microbioma de las garrapatas colectadas;
las especies con mayor diversidad en su microbioma fueron R. microplus, D. nitens y A.
maculatum, y se observo que el microbioma en la mayoria de las hembras es menos diverso que
en los machos, lo que significa que la diversidad del microbioma se ve afectada por el sexo. En
venado cola blanca el phyllum predominante fue el de Proteobacterias, seguido por los phyllum
Actinobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes y Fusobacteria; Para el género Amblyomma se
observo colonizacion de Acinetobacter,y la presencia de Borrerlia hermsii (0.4%) en garrapatas
del complejo A.cajennense. En borrego cimarron solo se colectaron garrapatas de la especie D.
hunteri y se encontrdé que su microbioma estd constituido principalmente por Thiotrichales,
especificamente por Francisella tularensis, la cual representd un 73.4% en machos y un 99.7%

en hembras.



Estudios realisados en el pais, muestran una amplia distribucion de patogenos trasmitidos
por garrapatas, lo que sugiere la presencia de enfermedades endémicas no reconocidas y que
es necesario determinar qué asociaciones entre el vector y los patdgenos pueden dar lugar a la
transmision del agente, o representar un ciclo zoondtico silencioso; por lo que el conocimiento
de la distribucion de garrapatas en Norte de México, su abundancia e intensidad de estas sobre
venados cola blanca y borrego cimarrén, asi como conocer el papel que desempena el
microbioma del vector en el establecimiento, colonizacion y trasmision de los patdgenos,
permite implementar medidas preventivas o control en ranchos cinergistas, ademas de prevenir
nuevos vectores que pueden ser causantes potenciales de enfermedades infecciosas de salud

publica y zoonotica.

10



SUMMARY

Ticks can transmit numerous pathogens, which gives them great importance as vectors in
people and animals, being surpassed worldwide, only by mosquitoes. These can be
coinfected with multiple pathogens and given the high rate of vertical transmission of
endosymbionts resident in their digestive tract, pathogens almost always concur with these
microorganisms; however, most studies about relationships between ticks, vertebrate host,
and pathogen have given little consideration to entire microbial community of
endosymbionts and other microbes with unknown function, as well as their interactions.
These associations can affect the colonization, transmission and virulence of human and
animal pathogens. In this work, 4 different tick species were collected: R. microplus, D.
nitens, O. megnini, D. hunteri, as well as specimens from the Amblyomma cajenennse and
A. maculatum complexes, and it was observed that they preferred to feed significantly on
the ears, head and neck (p <0.05) with respect to the scapula or legs of the host's body
where they were collected. For its part, it was possible to standardize protocols for the
diagnosis by qPCR of pathogens transmitted by ticks, such as E. chaffeenis, R. rickettsi,
A. phagocytophilum, B. bugdorferi, and B. microti and the quantification of these 5
pathogens was carried out in the tick samples collected from white-tailed deer and bighorn
sheep, which gave below 1x107 Nc / mL (Negative). In addition, the DNA region coding
for ribosomal 16s was sequenced by Illumina for the characterization of the microbiome
of the collected ticks; the species with the greatest diversity in their microbiome were R.
microplus, D. nitens and A. maculatum, and it was observed that microbiome in most
females is less diverse than in males, which means that the diversity of the microbiome is
affected by sex. In white-tailed deer, predominant phyllum was Proteobacteria, followed
by phyllum Actinobacteria, Firmicutes, Bacteroidetes and Fusobacteria; For Amblyomma
genus, Acinetobacter colonization and the presence of Borrerlia hermsii (0.4%) were
observed in ticks of the A. cajennense complex. In bighorn sheep, only D. hunteri ticks
were collected and it was found that its microbiome is constituted mainly by Thiotrichales,
specifically by Francisella tularensis, which represented 73.4% in males and 99.7% in

females.
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Studies carried out in the country show a wide distribution of pathogens transmitted by
ticks, which suggests the presence of unrecognized endemic diseases and that it is
necessary to determine which associations between the vector and the pathogens can give
rise to the transmission of the agent, or represent a silent zoonotic cycle; Therefore,
knowledge of ticks distribution in Northern Mexico, their abundance and intensity on
white-tailed deer and bighorn sheep, as well as the role that the vector microbiome plays
in the establishment, colonization and transmission of pathogens , allows the
implementation of preventive or control measures in cinergy farms, in addition to
preventing new vectors that can be potential causes of infectious diseases of public health

and zoonotic.
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1. INTRODUCCION

Las garrapatas son trasmisores de una amplia gama de patdégenos de importancia médica
y veterinaria, tales como Babesia spp., Borrelia spp., Anaplasma phagocytophilumy Rickettsia
spp. Por lo tanto son consideradas de gran relevancia como vectores entre personas y
animales, superadas a nivel mundial, inicamente por los mosquitos (Parola y Raoult, 2001;
Claerebout et al., 2013). Una especie de garrapata puede trasmitir una variedad de patogenos
que a menudo coexisten en el mismo foci natural. Por lo que si un animal o humano es mordido
por una garrapata con coinfecciones puede resultar en una patogenicidad méas complicada y un
peor prondstico de la enfermedad (Chen ef al., 2014). El riesgo de coinfeccion humana difiere
segiin la ubicacion geografica y depende de la prevalencia de patogenos dentro de los
reservorios naturales y garrapatas (Swanson et al., 2006).

Por otro lado, las interacciones que se producen entre las comunidades microbianas dentro
de la garrapata, conformadas de manera importante por endosimbiontes obligados (ademas de
virus, bacterias y eucariotas), pueden afectar la colonizacion, trasmision y virulencia de
patogenos ya sea directa, o indirectamente, ademas, varia segun el sexo, especie y ubicacion
geografica de la garrapata (Greay et al., 2018; Treuren et al., 2015). Bonnet et al. (2017) explica
que la composicion de las comunidades microbianas se debe a factores como: medio ambiente
(laboratorio o silvestre), especie, estadio de desarrollo, estado de alimentacion, época de
recoleccion, region geografica y presencia de patégenos. Ademas de la via transovarica, que
sirve como primer indculo en el desarrollo de huevos y larvas; la copula y el microbioma de la
piel del huésped también pueden contribuir a esta diversidad. Otras variables que también se
pueden considerar son: grado de alimentacion, moléculas inmunes del hospedador presentes en
la ingesta sanguinea y cambios intestinales en respuesta a la alimentacion; sin embargo, de los
diversos microbiomas ambientales a los que puede acceder la garrapata, solo unos pocos se
convierten en miembros "auténticos" del microbioma (Greay ef al., 2018).

Asi mismo, Estrada-Pena et al. (2020) encontraron que las comunidades de bacterias en el
microbioma de garrapatas son funcionalmente redundantes, y sugieren que las garrapatas
seleccionan el microbioma que cumple un conjunto basico de funciones; ademas, géneros como
Rickettia, Coxiella o Francisella ponen el reto de diferenciar entre patdgenos y endosimbiontes,

dada su evidente proximidad genética, pero los estudios sobre las relaciones entre garrapatas,
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el huésped vertebrado y el patdogeno, han dado por lo general poca consideracion a estas
interacciones y a toda la comunidad microbiana entera, incluyendo endosimbiontes y otros
microbios de funciéon desconocida, y el papel de los endosimbiontes de garrapatas en la
transmision de patogenos solo se ha estudiado en algunas pocas especies bacterianas y de
garrapatas. (Bonnet et al., 2017; Clay et al., 2010; De la Fuente et al., 2017).

Debido a lo anterior, y a que en el pais hay pocos estudios acerca de coinfecciones y por
lo tanto correlaciones entre los principales patdgenos trasmitidos por garrapatas, el objetivo de
este estudio es caracterizar el microbioma de garrapatas colectadas de venado cola blanca
(Odocoileus virginianus) y borrego cimarron (Ovis canadensis) en localidades del norte de la
republica mexicana, para determinar su correlacion con la presencia de patdogenos de
importancia clinica y veterinaria con el fin de evaluar de los riesgos para la salud humana de las

areas estudiadas
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2. ANTECEDENTES

2.1 Vector

La incidencia de enfermedades transmitidas por garrapatas (TBD), nuevas y reemergentes,
estd en aumento por lo que son un problema de salud publica para todo el mundo TBDs, y

algunas como las encefalitis (TBE), se consideran prioritarias (Dantas-Torres y Otranto, 2013).

La actividad de estos artropodos pardsitos trae consigo efectos directos en el hospedero

como:
1. La pérdida de sangre que ocasiona debilitamiento e inclusive anemia.
2. Desarrollo de miasis.

3. Inflamacion de la piel y prurito, frecuentemente acompafiado por pérdida de pelo

(alopecia) o engrosamiento de la piel (liquenificacion).

4. Respuestas toxica y alérgica provocadas por los antigenos y sustancias anticoagulantes
presentes en la saliva de los artropodos inoculada durante el proceso de alimentacion

(Marquez-Jiménez et al., 2005).

Como consecuencia de sus habitos hematofagos, las garrapatas tienen un papel relevante
en la transmision de distintos microorganismos patdégenos y su potencial vectorial se justifica

debido a:

e Lo prolongado de su periodo de alimentacion, que permite la transmision bidireccional
de los agentes patdogenos.

e Digestion intracelular de la sangre ingerida.

e [a transmision transestadial (larva — ninfa —adulto) y vertical (transmision
transovarica de la hembra a la siguiente generacion a través del ovario) de distintos
agentes (p. ¢j., distintas Rickettsia).

e La coincidencia durante la alimentacion de distintos estadios de una misma especie, lo

que favorece la transmision horizontal de los agentes patogenos.
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e Sucapacidad para alimentarse sobre distintos hospedadores, que permite la transmision

de los agentes patogenos de unos hospedadores a otros.

e Su enorme potencial de dispersion, firmemente aferradas a la piel de sus hospedadores.

e Elpotencial reproductor de las hembras, capaces de depositar cientos o miles de huevos

y que posibilita un crecimiento rapido de las poblaciones de estos parasitos.
e Su capacidad para mantenerse vivas tras largos periodos de inaniciéon (Marquez-
Jiménez et al., 2005).

El mayor interés en la ecologia de las garrapatas se centra en especies que tienen un papel
en la transmision de patogenos a los seres humanos. Sin embargo, cada vez hay mas
investigaciones sobre especies de garrapatas que pueden afectar seriamente la salud y la
produccion animal (Dantas-Torres y Otranto, 2013). En el caso del ganado comercial, hay una
reduccion significativa de la capacidad productiva del rebafio, incluyendo dafios a la piel y al
cuero, abortos y mortalidad (Duttmann et al., 2016).

En nuestro pais se han registrado 100 especies, lo que corresponde a un 11.3% de la
diversidad mundial conocida (894 especies, 20 géneros y 3 familias. Los argasidos estan
representados por 32 especies en 5 géneros: Argas (6 especies), Antricola (3), Ornithodoros
(20), Otobius (2) y Nothoaspis (1), mientras que los Ixodidae por 68 especies en 5 géneros:
Ixodes (26 especies), Amblyomma (26), Dermacentor (10), Haemaphysalis (3) y Rhipicephalus
(3) (Pérez et al., 2014).

Actualmente los géneros con mayor riqueza son Amblyomma e Ixodes; las especies del
primero estan asociadas con 43 taxones de vertebrados, lo que representa al 1.9% del total de
vertebrados terrestres en el pais (2 306 especies). Los mamiferos son los principales hospederos

seguidos por reptiles, aves y anfibios (Pérez ef al., 2014).

2.2 Ciclo de vida

El ciclo vital de los ixddidos presenta cuatro estadios (huevo, larva, ninfa y adulto); el
paso de un estadio al siguiente implica la ingesta de un gran volumen de sangre de un
hospedador, la digestion de la misma, introduccion de cambios morfoanatomicos que concluyen

con la muda del tegumento y un periodo mas o menos largo de vida libre a la busqueda de un
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nuevo hospedador; el desarrollo del ciclo bioldgico de una garrapata se encuentra estrechamente
relacionado con la presencia efectiva de hospedadores adecuados en su area bioldgica, asi como
con la existencia de un microhabitat en el que se den condiciones favorables; de este modo, se
pueden distinguir ciclos en los que intervienen tres, dos y un unico hospedador (Leon-Artozqui,

2012a).

* Ciclo clésico: trifasico. Hay tres hospedadores para cada generacion de garrapatas y una
unica fase de alimentacion por estado, la cual es seguida por la caida de la
garrapata al suelo y la fase de muda. El nuevo estado recién surgido espera

a que un hospedador pase para continuar el ciclo de desarrollo (Fig. 1).

* Ciclo difésico. Hay dos hospedadores para cada generacion de garrapatas. La larva muda
a ninfa en el primer hospedador. Es el caso para algunas especies de

Rhipicephalus.

* Ciclo monofasico. Todas las mudas se producen en el mismo hospedador. Algunas

especies de Dermacentor siguen este ciclo (Ledn-Artozqui, 2012a).

Los vectores importantes de enfermedades humanas son las garrapatas de tres huéspedes,
la duracion promedio del ciclo de vida es de 1-2 afios, variando segun las condiciones
medioambientales. Dentro del ciclo de vida la garrapata puede adquirir el patdogeno de manera
horizontal (medio ambiente) o de manera vertical (hereditario). B. microti, B. burgdoferi y A.
phagocitophilum son ejemplos de patogenos adquiridos de manera horizontal. Mientras que R.
rickettsii, el agente causal de la fiebre de las montafias rocallosas es adquirido de manera vertical
en las hembras de Dermacentor variabilis (Koneman y Allen, 2008).

En muchas ocasiones las ninfas se consideran el estadio més idoéneo para la transmision
de enfermedades, ya qué debido a su pequefio tamafio, pasan desapercibidas y pueden
alimentarse sin problemas. Un alto porcentaje de las enfermedades relacionadas con garrapatas
se presentan entre finales de primavera y principios de otofio por alta actividad ninfal. En la
mayoria de los casos las enfermedades transmitidas por garrapatas son leves y se resuelven con
un diagnostico temprano y exacto (Koneman y Allen, 2008).

Muchas enfermedades transmitidas por vectores son zoonosis causadas por patogenos que

tienen roedores como su huésped natural. Debido a que los seres humanos no son parte del ciclo
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de transmision natural, s6lo se infectan incidentalmente. La zoonosis generalmente persiste en
la naturaleza en ciclos de transmision silenciosa entre los vectores y el huésped roedor, pasando
sin ser detectado a menos que se derramen e infecten a la poblacion humana (Sosa-Gutiérrez et

al,, 2014).

El riesgo de infeccion

humana es mayor a

fines de la primavera
y el verano

Figura 1 Ciclo de vida de la garrapata de venado. Tomada de: http://www.cdc.gov/lyme/transmission/index.html

2.3 Distribucion

La distribucion y epidemiologia de las enfermedades transmitidas por vectores es reflejo
de la distribucion geografica y las actividades estacionales de los vectores, reservorios, cuidado
animal y comportamiento humano (Sosa-Gutiérrez et al., 2015).

En la Fig. 2 se muestra la distribucion de especies de garrapatas en el pais, donde se
encontré que R. sanguineus fue la garrapata mas frecuente, representando mas del 52,2% de
todas las garrapatas en todas las regiones de México. Estos hallazgos son consistentes con el
hecho de que R. sanguineus se considera una garrapata global capaz de transmitir patogenos
como R. rickettsii, especies de Ehrlichia e incluso Leishmania infantum (Sosa-Gutiérrez et al.,

2015).
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Dermacerntor vanabilis
Dermacentor andersoni
Rhipicephalus sanguineus
Rhipicephalus microplus
Rhipicephalus annulatus
Amblyomma cajennense
Amblyommea maculatum
Amblyomma dissimile
Amblyomma americanum
Ixodes scapularis

Ixodes cookei

Ixodes lexanus

Ixodes sinaloa

LR S E-Rl BB

Figura 2 Distribucion de las especies de garrapatas en la reptiiblica mexicana, Tomada de: Sosa-Gutiérrez ef al.

(2015)

2.4 Principales enfermedades trasmitidas por garrapatas

En la tabla 1 se resumen los algunos de los principales patogenos trasmitidos por
garrapatas que se tomaron en cuenta para este estudio. Las especies de garrapatas también
transmiten arbovirus, siendo el virus de la encefalitis transmitida por garrapatas el mas notorio
en términos de salud publica en Europa. Ademads del TBEV, se sabe que muchos otros virus

son transmitidos por garrapatas (Vayssier-Taussat ef al., 2015).
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Tabla 1 Principales enfermedades trasmitidas por garrapatas modificada de: Le6n-Artozqui (2012b); Vayssier-

Taussat et al. (2015).

Patégenos Vector Distribucion Reservorios

Borrelia burgdorferi sensu lato Ixodes spp. USA: nordeste, medio oeste | Roedores, aves, reptiles
superior, costa del Pacifico,

Norte de Europa, Europa

Central, Asia
Anaplasma spp. Ixodes spp. USA: nordeste, medio oeste | Rumiantes salvajes,
Dermacentor spp. superior, costa del Pacifico | roedores
Rhipicephalus Europa central, Sudamérica,
sanguineus Africa
Ehrlichia spp. R. sanguineus Sur de Europa, medio oriente, | Perros

Dermacentor variabilis | Africa, Sudeste asiatico, USA:

Amblyomma sudeste y parte sur-central:
Americanum
Babesia spp. Ixodex spp. Regiones tropicales, | Ganado, venado, perros
Dermacentor spp. subtropicales y mediterraneas | roedores
R. sanguineus Africa subsahariana, Sudafrica

Haemaphysalis spp. USA Asia (Japon)

Rickettsia spp. Ixodes spp. Latinoamérica América central | Perros
Dermacentor spp. y Sudamérica, Sur de Europa,
R. sanguineus Africa, medio oriente, India,
Asia USA,

En México, por la diversidad de su flora y fauna hace que se presenten condiciones
propicias para el desarrollo de enfermedades trasmitidas por garrapatas. En el pais se ha
reportado una seroprevalencia de la fiebre Q se reporté en 28% en vacas lecheras, 10% en
bovinos, 35% en cabras y 40% en ovinos (Salinas-Meléndez et al., 2002).

En el afio 2003, la seroprevalencia de B. burgdorferi en la poblacion general del noreste
de la Republica Mexicana fue del 6.3%. La presencia de garrapatas Ixodes y Amblyomma
infectadas en el noreste de México sugiere que esta es una zona endémica de enfermedad de
Lyme y que representa un riesgo de transmision de B. burgdorferi al humano (Garcia-Meléndez
et al., 2014) y se reportaron garrapatas positivas de los géneros Ixodes y Amblyomma, mediante
PCR, para B. burgdorferi sensu stricto en la vegetacion y hospederos intermediarios, como lo
son las ardillas y ratones del noreste de México (Vargas et al., 2007).

En el caso de la anaplasmosis bovina los estudios serologicos y moleculares en el pais han
mostrado esta enfermedad en mas del 50% de todo el ganado muestreado y en mas del 75% de

todos los bovinos que se encuentran dentro de las regiones tropicales y subtropicales, lo que
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comprende todo el Golfo de México, la peninsula de Yucatan, una gran parte de la costa del
Pacifico y la parte mas meridional de la peninsula de California (Rodriguez et al., 2009)

Por otro lado, la fiebre manchada de las montafias rocosas (Rocky Mountain spotted
fever) se ha reportado en los estados de Baja California, Sonora, Sinaloa, Durango, Coahuila, y
Yucatan; siendo el estado de Baja California el que ha reportado el mas alto indice de
defunciones por Rickettsia rickettsii, estos reportes comprenden los estados de Mexicali,
Tijuana, el puerto de Ensenada y el poblado de Vicente Guerrero (Parola et al., 2013).

E. chaffeensis se detectd en el 5.5% de roedores Peromyscus spp., por lo que la presencia
de este patdogeno en hospederos salvajes es evidencia de un ciclo de garrapatas y vertebrados lo
que representa un riesgo potencial para los seres humanos. Hasta ahora no se reportan casos
fatales de HME en el pais, pero pueden estar siendo ignorados por los médicos y representar

una verdadera emergencia de la enfermedad en México (Sosa-Gutierrez et al., 2016).

2.5 Enfermedad de Lyme

A principios del siglo XX, Benjamin Lipschutz y Arvid Afzelius hicieron las primeras
descripciones del eritema cronico migrans (ECM), que ahora se sabe que es la manifestacion
inicial en la piel de la borreliosis de Lyme, en Europa, Afzelius describi6 la asociacion de las
lesiones de ECM con la mordedura de una garrapata en 1910 (Garcia-Meléndez et al., 2014).

Mas tarde Steere en 1975 realizo la evaluacion epidemiologia de 39 nifios y 12 adultos de
los pueblos de Old Lyme, Lyme y East Haddam, que desarrollaron hinchazén asimétrica
recurrente y dolor en unas pocas articulaciones grandes, la mayoria en la rodilla, condujo a la
completa descripcion de la infeccion y su asociacion con el vector (Gaumond ef al., 2006).

En 1982, Burgdorfer aisl6 el microorganismo causal que se encontraba dentro del tracto
gastrointestinal de la garrapata Ixodes, concluyendo que se trataba de una espiroqueta, sobre la
base de las caracteristicas ultraestructurales y el analisis del ADN, la espiroqueta de la
enfermedad de Lyme fue identificada como miembro del género Borrelia, y recibié el nombre
de B. burgdorferi en honor a su descubridor (Garcia-Meléndez et al., 2014).

La enfermedad de Lyme causa una amplia gama de sintomas en seres humanos,
incluyendo una erupcion anular (eritema migrans), sintomas de artritis, gripe, y sintomas

neurolédgicos, incluyendo paralisis del nervio facial (Gaumond et al., 2006).
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Los pacientes con la infeccion pueden cursar sin sintomas o padecer manifestaciones
cardiacas, articulares, cutaneas o neuroldgicas; sin embargo, la ausencia de datos
patognomonicos y lo inespecifico de alguno de sus sintomas causa confusiones con otros
diagndsticos, como fibromialgia y sindrome de fatiga crénica (Skinner ef al., 2007).

El diagnostico clinico es dificil, ya que un elevado niimero de enfermos no recuerdan el
antecedente de la mordedura de garrapata, y hasta en un 50 % de los afectados tampoco aparece
la lesion cutanea caracteristica denominada eritema migrans, y las fases posteriores de la
enfermedad se caracterizan por la inespecificidad de los signos y sintomas (Tabla 2), ademas la

mayoria de las infecciones son subclinicas (Miranda et al., 2009).

Tabla 2 Clasificacion clinica de la enfermedad de Lyme, tomada de: Portillo et al. (2014)

Fase precoz localizada Presencia de EM o linfadenosis ESTADIO |
benigna cutis con o sin

linfadenopatia u otros signos o

sintomas
Fase precoz Presencia de EM muiltipley/o ESTADIO 1l
diseminada manifestaciones neuroldgicas,

cardiacas o articulares agudas

Fase crénica Presencia de ACA, neuroborreliosis ESTADIO 1l
terciaria o artritis persistente o
recidivante de al menos 6 meses de

duracion.

ACA: acrodermatitis crénica atréfica; EM: eritema migratorio.

2.5.1 Agente etiologico

La borreliosis de Lyme es causada por varias espécies estrechamente relacionadas que se
conocen colectivamente como B. burgdorferi sensu lato (B. burgdorferi en sentido general). La
infeccion humana es causada principalmente por 3 genospecies patdogenas: B.burgdorferi sensu
stricto (B. burgdorferi en sentido estricto), B. garinii, y B. afzelii; B. burgdorferi es la inica
causa de la infeccion en los Estados Unidos; las 3 genospecies se encuentran en Europa, y las

ultimas 2 especies se encuentran en Asia (Steere, 2006).

22



Las bacterias del género Borrelia pertenecen al orden de los Spiroquetaceae. Las
espiroquetas son organismos filamentosos extraordinariamente largos y flexibles y con una
forma caracteristica en espiral. Las especies del género Borrelia son microaerofilas, moviles y
se trasmiten por medio de un vector artropodo, caracteristica fundamental que las distingue de
otros géneros como Treponema 'y Leptospira (Fig.4) (Escudero-Nieto y Guerrero-Espejo,
2005).

El genoma completo de la cepa B31 de B. burgdorferi s.s. es de aproximadamente 1.5 Mb,
y comprende un cromosoma lineal de 950 kb y 9 plasmidos circulares y 12 lineales; las
caracteristicas mas importantes de este genoma residen en el gran nimero de secuencias que
codifican lipoproteinas, incluyendo las proteinas de envuelta externa (Osp’s, del inglés Outer
Surface Proteins) OspA hasta OspF6, asi como la elevada cantidad de pseudogenes (Escudero-
Nieto y Guerrero-Espejo, 2005). También tiene pocas proteinas para actividad biosintética y
depende de su hospedero para muchos de sus requerimientos nutricionales; no tiene secuencias
reconocidas para toxinas (Steere, 2006).

Borrelia tiene la habilidad unica de poder sobrevivir en ambientes sin hierro, a pesar de
que este es una limitante para muchas bacterias patdgenas; este hecho es causado por la
eliminacion de la mayoria de las metaloproteinas dependientes de Fe y la sustitucion por
magnesio en las restantes. Otra caracteristica tipica, que no se ha entendido claramente hasta
ahora son las formas no helicoidales; varias formas cisticas, de “ampolla” y en L se han descrito
repetidamente durante su cultivo en medios con pH no optimo en ausencia de suero, presencia
de antibioticos y cultivos viejo, es decir, en general bajo condiciones de estrés; se ha observado
que al menos algunas de estas transformaciones son reversibles; se ha propuesto que estas
alteraciones son significativas en la patogénesis, evasion inmune y/o resistencia a antibidticos
de por lo menos B. burgdorferi s. s (Krupka et al., 2007).

A excepcion de B. crocidurae y B. hispanica, el resto de estas borrelias son cultivables,
aunque en ocasiones necesiten condiciones especiales de crecimiento, crecen en medio liquido
Barbour-Stoenner-Kelly 1115 a 30-34 °C en ambiente microaerdfilo y se dividen cada 8-12 h

durante la fase logaritmica de su crecimiento (Escudero-Nieto y Guerrero-Espejo, 2005).
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Reino Bacteria

Phyllum ‘ Spirochaetes
Clase Spirochaetes
Orden Spirochaetales

Familia Spirochaetaceae Leptospiraceae

Género Borrelia ’ Trep ——

o (e o Treponema Leptospir
Especi ! eptospira
LR | burgdorferi ‘ pallidum spp.

Enfermedad de
Lyme

Sifilis Leptospirosis

Figura 3. Taxonomia de Borrelia bugdorferi. Karami (2012)

2.5.2 Patogénesis

Las borrelias tienen que ser capaces de adherirse y sobrevivir en el intestino de la
garrapata, pasar a la hemolinfa y transportarse a través de las glandulas salivares al flujo
sanguineo del hospedero, evitar la reaccion inmune y diseminarse a los drganos diana. En todo
este proceso tienen un papel importante varias proteinas de membrana externa y proteinas
adhesivas (Rodriguez-Gonzalez, 2013).

En garrapatas sin alimentar, las espiroquetas expresan la proteina OspA, que se une a su
receptor TROSPA asegurando que se adhiera la bacteria; durante la alimentacion de las
garrapatas, aproximadamente de 24 a 48 horas después de la union, Borrelia regula a la baja
OspA, y expresa OspC y migra a las glandulas salivales; en este punto OspC une a una proteina
de la glandula salival de garrapata de 15 kDa (Salp15), protegiendo la espiroqueta de la respuesta
del hospedero (Coumou et al., 2011).

Algunos de los plasmidos de B. burgdorferi s. s no son esenciales para su crecimiento in
vitro y pueden perderlos facilmente cuando pasan a través de su hospedero natural; sin embargo
algunos de estos genes son necesarios durante el curso natural de la infeccion y para la
permanencia de Borrelia en su hospedero; ademas los pldsmidos lineales tienen caracteristicas
similares al cromosoma linear lo que respalda la idea que al menos algunos pldsmidos de B.

burgdorferi s. I. deben ser considerados como “microcromosomas” (Krupka et al.,2007).
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En la borreliosis de Lyme el hombre es un hospedero accidental, para la transmision de
esta enfermedad es necesario que la garrapata infectada se mantenga adherida a la piel por un
periodo de no menos de 24 horas. La puerta de entrada es la piel, la diseminacién es cutanea,
linfatica y hematogena. No se conoce que existan diferencias genéticas en humanos relacionadas
con la susceptibilidad para la infeccion y es también desconocido como puede desarrollarse
inmunidad protectora adquirida, por otra parte, no se han reportado casos de reinfeccion

(Herrera-Lorenzo et al., 2011).

2.5.3 Distribucion

En los Estados Unidos de América (EUA) y en Europa, la borreliosis de Lyme representa
90% de las infecciones transmitidas por garrapatas. La enfermedad es endémica en la mayoria
de los paises europeos, en tres zonas enzooticas de EUA y también en algunos paises asiaticos.
En Europa la prevalencia de la infeccion evaluada con pruebas de inmunoensayo enzimatico
(ELISA) o inmunofluorescencia (IFA) es de 8 a 27%2 y en EUA varia de 1 a 10% (Vargas et
al., 2007).

En el afio 2003 la seroprevalencia de B. burgdorferi en la poblacion general del noreste
de la Republica Mexicana fue del 6.3%. La presencia de garrapatas Ixodes y Amblyomma
infectadas en el noreste de México sugiere que esta es una zona endémica de enfermedad de
Lyme y que representa un riesgo de transmision de B. burgdorferi al humano (Garcia-Meléndez

etal., 2014).

2. Ricketsiosis

Estas zoonosis se encuentran entre las enfermedades transmitidas por vectores conocidas
mas antiguas. Sin embargo, en los ultimos 25 afios, el alcance y la importancia de los patogenos
ricketsiales asociados a las garrapatas han aumentado dramdticamente, haciendo de este
complejo de enfermedades un paradigma para la comprension de las infecciones emergentes y
reemergentes (Parola et al., 2013).

Las rickettsiosis han tenido gran trascendencia a lo largo de la historia, como es el caso
del tifus exantematico que, si bien parece controlado, sigue siendo una amenaza en el contexto
de guerras, desastres naturales o cualquier circunstancia que propicie falta de higiene o

alteraciones medioambientales (Abarca y Oteo, 2014).
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Figura 4 Distribucion geografica de la enfermedad de Lyme y genospecies de B. burgdorferi. Tomada de:

Kurtenbach et al. (20006).

En Latinoamérica, a pesar de que existen muy buenas descripciones de estas afecciones
en la primera mitad del siglo pasado, se puede decir que ha existido un vacio posterior en su
estudio y descripcion, hasta hace escasos afios (Abarca y Oteo, 2014).

Segun el Dr. Nicolas Leodn, el tifo ha existido en México desde antes de la conquista, ya
que responsabiliza a esta enfermedad como la causante de la destruccion del reino de Tollan
ocurrida en el afo 116 D.C., asi como la causante de la migracion de la ciudad de
Huehuetlapallan, Capital y sede de la Corte de los Chichimecas seguido a una hambruna en 583
D.C. A partir de 1570 muchos médicos se dieron a la tarea de investigar a fondo acerca de esta
enfermedad dando como resultado la publicacion de libros o capitulos acerca de esta
rickettsiosis en distintos libros o tratados de medicina. Los estudios de las enfermedades
ricketsiales en México inician el Siglo XXI con el reporte en el aio 2000 de tres casos humanos
de rickettsiosis causada por R. felis en Yucatan (Abarca and Oteo, 2014).

La similitud de los signos y sintomas de las rickettsiosis con otras enfermedades hace que
se subestime el impacto de esta enfermedad en la poblacion de todo el pais. Las condiciones

ecologicas, de sanidad, de cultura, y costumbres, asi como la presencia de reservorios y vectores
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potenciales de las distintas especies de Rickettsia presentes, hacen del territorio mexicano un
nicho ecoldgico adecuado para el ciclo de transmision de la enfermedad. El reconocimiento de
las rickettsiosis como problema potencial de salud, y su inclusion dentro del diagndstico
diferencial de enfermedades exantematicas y febriles, constituye el primer paso hacia el control

de ésta enfermedad que amenaza la vida de la poblacion mexicana (Peniche-Lara et al., 2015).

2.6.1 Agente etiologico

El género Rickettsia esta constituido por diferentes especies de bacterias gramnegativas y
se encuentra dentro de la familia Rickettsiaceae (que ademas incluye a Coxiella, Ehrlichia y
Bartonella). Todas las especies del género tienen en comun la necesidad de ser pardsitos
intracelulares, su corta viabilidad fuera de los reservorios y vectores que infectan, y la dificultad
para ser cultivadas en el laboratorio. Su ciclo vital salvaje se mantiene al infectar distintas
especies de hospedadores (en general mamiferos) y vectores (en general garrapatas y pulgas) y

a excepcion de R. prowazekii, el ser humano constituye tan sélo un huésped accidental.

La clasificacion mas utilizada es la que divide las rickettsiosis en dos grupos: el de las
fiebres manchadas y el de las fiebres tificas. Las especies, areas geograficas, hospedadores,
vectores y entidades clinicas que producen se detallan en la tabla 3 (Bernabeu-Wittel y Segura-

Porta, 2005).

2.6.2 Patogénesis
La patogenia es muy similar en todas las especies de Rickettsia, y consiste en una
vasculitis de pequefio vaso por infeccion directa de las células endoteliales, que origina un

infiltrado linfohistiocitario perivascular.
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Tabla 3 Clasificacion y caracteristicas clinico-epidemiologicas de las especies de Rickettsia de mayor

interés clinico. Tomada de: Bernabeu-Wittel y Segura-Porta (2005).

Agente causal Entidad clinica Vector Hospedador Distribucion Escara Exantema
geografica
Grupo de fiebres manchadas
R. felis = Tifus murino Pulgadel gato Perro, gatoy otros América, sur de No Tenue maculopapuloso
mamiferos Europa
peridomésticos (probablemente
universal)
R. slovaka TIBOLA* Garrapata Diferentesmamiferos  Europa Si Eritema local
salvajes y domésticos
R. rickettsii Fiebre delasRocosas Garrapata Roedoresy perro América No Maculopapuloso
afectandopalmasy
plantas
R. akari Viruelarickettsiésica ~ Acaro Ratén Norteamérica, Ex Si Vesicular

Union Soviética, Africa,

Asia

Grupo defiebres tificas

R. typhi Tifus murino Pulgade rata Rata Universal No Maculopapuloso sin
afectar palmasni
plantas

R. prowazekii Tifus epidémico Piojo corporal Ser humano Africa, Sudamérica No Maculopapuloso sin
afectar palmasni
plantas

Orientia Tifus de los matorrales Acaro Roedores Sudeste asiatico, No Maculopapuloso sin

tsutsugamushi Oceania afectar palmasni
plantas

*Hace referencia a la denominacion utilizada en la actualidad para describir el cuadro clinico (linfadenopatia

transmitida por garrapatas).

Las rickettsias, al contactar con las células endoteliales, inducen su propia fagocitosis y
en este sentido, la internalizacion rickettsial en la célula huésped es bastante rapida y eficiente.
Por microscopia electronica de transmision se mostrd que, en tan solo 3 minutos, casi el 60%
de las rickettsias ya se habian adherido a la membrana celular, y de las cuales el 40% ya se
habian internalizado, a los 6 min postinfeccion, el 60% de las bacterias fueron internalizadas en
la célula huésped, mientras que, a los 12 minutos, el 90% fueron internalizadas. Una vez dentro
del citosol, escapan del fagosoma y proliferan por fision binaria simple, siendo finalmente

expulsadas por exocitosis para seguir infectando células contiguas. La infeccion se inicia en la
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zona de inoculacion, y posteriormente se extiende célula a célula y por la circulacion venosa, lo
que finalmente produce vasculitis multisistémica (Bernabeu-Wittel y Segura-Porta, 2005;
Schroeder et al., 2016).

El analisis del genoma rickettsial ha identificado una familia de genes auto transportadores
denominados antigeno de células superficiales (sca). Estos se identifican como sca0 a scal6

Sca0, mas comunmente conocido como rompA por ricketsial outer membrane protein A,
esta codificada en la mayoria de las Rickettsias del grupo de fiebre manchadas, pero el gen
funcional esta ausente en el grupo de tifus (R. prowazekii y R. typhi). El tamafio de la proteina
correspondiente varia con la especie rickettsial. La evidencia sugiere que sca0 codifica para una
proteina de adhesion.

Mientras sca0 so6lo se encuentra en el grupo de Rickettsias de fiebre manchadas, Sca$,
mas comunmente conocido como rompB, est4 presente en todo el género Rickettsia excepto R.
canadensis. Como antigeno celular de superficie, es la proteina méas predominante en la capa
superficial proteinica de la pared celular rickettsial y muestra un alto grado de conservacion (70-
95%) entre las especies rickettsiales, lo que sugiere una funcion universal dentro del género. La
evidencia sugiere que OmpB es también suficiente para la adhesion y la invasion en las células

huésped (Schroeder et al., 2016).

2.6.3 Distribucion

Actualmente, desde el punto de vista de la salud publica, del grupo de las fiebres
manchadas las especies de rickettsias mas relevantes en Latinoamérica y el Caribe son R.
rickettsii, R. parkeri, R. massiliae y R. africae (Venzal, 2013). En la Fig.5 se muestra la
distribucién mundial de este grupo de rickettias.

Focos hiperendémicos han sido descritos repetidamente en comunidades del suroeste de
Estados Unidos y el norte de México, vinculados directamente a un gran numero garrapatas de
la especie Rhipicephalus sanguineus infectadas con R. rickettsii que resultan de las poblaciones
no controladas de perros callejeros. En la Fig.6 se muestra la distribucion en México y
Centroamérica de las principales Rickettsias. En México la fiebre manchada de las montanas
rocosas (Rocky Mountain spotted fever) se ha reportado en los estados de Baja California,
Sonora, Sinaloa, Durango, Coahuila, y Yucatan; siendo el estado de Baja California el que

reporta actualmente el mas alto indice de defunciones a causa de rickettsiosis en la que la especie
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infectante es Rickettsia rickettsii, especie causante de la fiebre manchada de las Montanas
Rocallosas. Los reportes comprenden los estados de Mexicali, Tijuana, el puerto de Ensenada y

el poblado de Vicente Guerrero (Parola et al., 2013).
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Figura 5 a) Distribucion de las rickettiosis del grupo de las fiebres manchadas b) distribucion de las
principales rickettsias en México y Centroamérica Tomada de: https://mygermanshepherd.org/periodical’/how-

to-get-rid-of-tick y Parola et al. (2013)

2.7 Anaplasmosis

Los primeros informes sobre la anaplasmosis datan de finales del siglo XIX en Sudéafrica.
Sin embargo, la identidad del agente causal de la enfermedad fue descubierta hasta 1910. Para
1930, Sanborn, Stiles y Moc demostraron la transmision mecanica de 4. marginale por moscas
de caballo (Tabanidae) y moscas de establo (Stomoxys calcitrans). A finales de los afios ochenta,
el ciclo de vida de A. marginale se demostr6 en garrapatas del género Dermacentor y los
primeros casos de Anaplasmosis Granulocitica Humana (HGA) fueron reportados en 1994 en
los Estados Unidos. Pocos afios después, el primer caso de anaplasmosis humana fue descrito
en Europa en un paciente de Eslovenia. Desde que se demostré de la patogenicidad para los
seres humanos, surgio el interés de la comunidad cientifica en estas rickettsias (Dantas-Torres
y Otranto, 2017).

El diagnostico de anaplasmosis se realiza habitualmente a partir de datos epidemiologicos,
de signos clinicos y de la recuperacion de inclusiones intracelulares en frotis de sangre tefiidos
para el examen citologico. Los signos clinicos observados en la mayoria de los pacientes
humanos son malestar general, fiebre, mialgia y dolor de cabeza. En algunos pacientes pueden

estar involucrados los tractos gastrointestinal y respiratorio, el higado y el sistema nervioso

30



central. Los hallazgos laboratoriales mas frecuentes son trombocitopenia, leucopenia, anemia y
aumento del nivel de transaminasas. En los bovinos, la anaplasmosis es mas grave en animales
con mas de 2 afos, siendo potencialmente mortales principalmente en infecciones por A.
marginale. Los principales signos clinicos son fiebre, ictericia y anorexia (Dantas-Torres y
Otranto, 2017).

A pesar de la asociacion fuerte con la mordedura de la garrapata, HGA se puede adquirir
con las exposiciones alternas A. phagocytophilum. Horowitz y colaboradores en 1998
describieron la HGA en una mujer durante el embarazo, su hijo desarroll6 HGA ocho dias
después de haber nacido, y los autores argumentaron que la transmision transplacentaria A.

phagocytophilum habia ocurrido (Bakken y Dumler, 2015).

2.7.1 Agente etioldgico

La Anaplasmosis es causada por bacterias del género Anaplasma, pertenecientes a la
familia Anaplasmataceae, dentro del orden Rickettsiales. El género incluye pequenas bacterias
pleomorficas gramnegativas (aproximadamente 0,3 pum) que residen en las células del sistema
fagocitico mononuclear, eritrocitos y plaquetas de huéspedes vertebrados. Estos
microrganismos son dificiles de aislar en medio de cultivo y algunas especies (por ejemplo, A.
bovis y A. platys) nunca han sido aisladas; generalmente, se utilizan medios de cultivo celular,
tales como células de garrapatas o células de linaje hematopoyético (por ejemplo, HL-60), donde
pueden mantenerse durante largos periodos (> 1 afio). Estas rickettsias tienen un cromosoma
circular y su el genoma es de un tamafio de 1.2-1.5 x 10° pb y se ha determinado la secuencia
completa para A. phagocytophilum, A. centrale y A. marginale. Actualmente existen siete
especies validas del género Anaplasma (Tabla 4). Pero Ademas de estas, se han reportado otras
especies en ovejas (4. mesaenterum), cuya validez ha sido discutida y en venado cola blanca

(4. odocoilei) en el norte América (Dantas-Torres y Otranto, 2017).
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Tabla 3. Especies del género Anaplasma, vectores y su distribucion. Tomada de: Dantas-Torres y Otranto (2017)

Especies Hospedero(s) principal(es) Géneros vectores Distribucion

A. bovis Ganado, conejo Amblyomma,Haemaphysalis, Ixodes, Africa, América, Asia.
Rhipicephalus (Boophilus)

A. caudatum Ganado Desconocido Norteamérica

A. centrale Ganado Haemaphysalis Europa, Africa, América,

Asia.

A. marginale Ganado Dermacentor, Rhipicephalus (Boophilus) Cosmopolita

A. mesaenterum Oveja Haemaphyalis, Ixodes Europa

A. odocoilei Venado cola blanca Desconocido Norteamérica

A. ovis Oveja, cabra Dermacentor, Haemaphysalis,Hyalomma, Europa, Africa,
Ixodes, Rhipicephalus Norteamérica, Asia.

A. phagocytophilum Humano, equinos, oveja, cabra, Ixodes, Dermacentor (?) Cosmopolita

ganado, perro, gato roedores

A.platys Perro, gato, hombre Desconocido, Rhipicephalus(?) Cosmopolita

2.7.2 Patogénesis

Mientras que otros miembros del orden de los rickettsiales escapan del fagosoma después
de entrar en la célula huésped y se multiplican en el citoplasma antes de ser liberados en el
ambiente extracelular, las bacterias de la familia Anaplasmataceae se desarrollan en una vacuola
citoplasmatica en la célula huésped. Estos patogenos, localizados en las glandulas salivales de
la garrapata, se inoculan en la dermis del huésped vertebrado cuando la garrapata infectada se
alimenta, y dependiendo de la especie de Anaplasma implicada, pueden infectar muchos tipos
de células tales como: leucocitos, plaquetas y eritrocitos. Se definen diferentes etapas de
desarrollo para las Anaplasmataceae, que se caracterizan por su reorganizacion del ADN de
células de nticleo denso (forma infecciosa) a células reticuladas (forma vegetativa). Las formas
reticuladas se multiplican por fision binaria y forman morulas, y luego se vuelven a las densas
células centrales antes de ser liberadas (Fig. 6 ) (Dantas-Torres and Otranto, 2017; Pruneau et
al., 2014).

Anaplasma. phagocytophilum tiene, como su nombre indica, una preferencia a las células
fagociticas y es una de las pocas bacterias que sobreviven y se replican dentro de los neutrofilos
granulocitos. Ademas, induce la secrecidon de citoquinas y sus receptores para promover la
pérdida de CD162 y CD62L, e interactiia también con los ligandos de la célula huésped,
mediante proteinas de superficie conocidas como adhesinas con el fin de facilitar la
internalizacion en la célula huésped. A. phagocytophilum carece de lipopolisacaridos y

peptidoglicanos, pero compensa la pérdida de integridad de la membrana mediante la
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incorporacion de colesterol que permite escapar a las vias de activacion de Nod Like Receptor
y Toll Like Receptor para infectar con éxito las células inmunes de vertebrados (Stuen et al.,

2013).
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Figura 6 Ciclo de vida intracelular de Anaplasmataceae. Tomada de Pruneau et al. (2014)

2.7.3 Distribucion

En general, la Anaplasmosis tiene una distribucion cosmopolita, aunque algunas especies
de Anaplasma (por ejemplo, A. caudatum y A. mesaenterum) tienen aparentemente una
distribucion geografica limitada. La prevalencia de la infeccion varia ampliamente de acuerdo
con la especie de Anaplasma, el huésped animal, la region geografica y la prueba utilizada (Fig.
7a) (Dantas-Torres y Otranto, 2017).

Los brotes de anaplasmosis se asocian frecuentemente a la alta infestacion de garrapatas
o cuando los animales de una zona no endémica se introducen en areas de transmision activa, lo
que generalmente se relaciona con alta morbilidad y mortalidad (Dantas-Torres y Otranto,
2017).

En el caso de la anaplasmosis bovina en México (Fig. 7b), los estudios serologicos y
moleculares han demostrado esta enfermedad en mas del 50% del ganado muestreado ubicado
en regiones tropicales y subtropicales y mas del 75% de todos los bovinos que se encuentran

dentro de las regiones tropicales y subtropicales que comprenden todo el Golfo de México, la
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peninsula de Yucatan, una gran parte de la costa del Pacifico y la parte mas meridional de la

peninsula de California (Rodriguez et al., 2009).
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Figura 7 a) Distribucion de Anaplasmosis a nivel mundial y b) distribucion de anaplasmosis bovina en México.

Tomada de https://mygermanshepherd.org/periodical/how-to-get-rid-of-tick y Rodriguez et al. (2009)

2.8 Ehrlichiosis

En 1838, en Sudafrica se observo una enfermedad mortal de ovejas después de una severa
infestacion de garrapatas, que también afecta al ganado vacuno, cabras y rumiantes silvestres,
fue finalmente llamada la enfermedad como “Heartwater” debido a la presencia comun de
derrame pericardico y se atribuyo en ultima instancia a la infeccion por Ehrlichia ruminantium
transmitida por Amblyomma spp (Little, 2017).

En abril de 1986, un médico que examinaba el frotis de sangre periférica de un paciente
con presunta fiebre maculosa de las Montafias Rocosas descubrié morulas parecidas a las de E.
canis conocida inicamente como patdégeno de importancia veterinaria. La bacteria patogena fue
formalmente denominada E. chaffeensis y enfermedad causada esta se denominé ehrlichiosis
monocitica humana (HME) porque las principales células diana de este patdgeno son monocitos

(Yuy Walker, 2016).
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Se ha reportado que todas las especies ehrlichiales excepto E. muris causan infeccion en
humanos, lo que puede conducir a una enfermedad potencialmente mortal, como la ehrlichiosis
monocitica humana (HME) causada por E. chaffeensis por lo causa preocupaciones
significativas tanto para la salud publica (Saito ef al., 2015).

El determinante més importante en el diagnostico de la ehrlichiosis monocitica humana
es la sospecha clinica. La ehrlichiosis humana generalmente se caracteriza por fiebre, dolor de
cabeza intenso y malestar general, mialgia y trastornos gastrointestinales a menudo estan
presentes, ademas de estos sintomas, la pancitopenia es una importante anomalia hematologica
que se asocia con frecuencia a esta enfermedad. Los signos neurologicos, incluyendo la
confusion, se desarrollan en aproximadamente el 20% de los pacientes, y en los casos severos,
la dificultad de respirar y diatesis de sangrado se informan. Las tasas de letalidad se estiman en
2-3% (Hilal y Snapp, 2015; Little, 2017).

La ehrlichiosis causada por E. chaffeensis ha aumentado mas en pacientes
inmunosuprimidos como una consecuencia inevitable de las fuerzas ambientales que
incrementan el riesgo de exposicion a estos patdgenos, junto con cambios dramaticos en la

demografia humana y la distribucion geografica de los casos de SIDA (Paddock y Childs, 2003).

2.8.1 Agente etiologico

La erlichiosis es causada por bacterias gram negativas intracelurares obligadas del género
Ehrlichia (Rickettsiales: Anaplasmataceae), comprenden hasta el momento seis especies (Tabla
5) (Little, 2017).

Las descripciones por microscopia Optica se basan en la observacion del patdogeno en
leucocitos y tejidos humanos o en lineas celulares de mamiferos, en dichos ambientes, estas
bacterias pequefias e inmoviles crecen en vacuolas citoplasmaticas derivadas de un endosoma
temprano, lo que forma agregados bacterianos llamados morulas, que por microscopio optico se
observan como inclusiones en forma de mora de color azul obscuro a morado con la tincion de
Romanovsky; se pueden reconocer 2 tipos de células morfologicamente diferentes: células
reticulares (formas coccoide y cocobacilar con ribosomas y fibrillas de ADN uniformemente
dispersas a lo largo del citoplasma), y células de nucleo denso (forma cocoide con ADN
centralmente condensado y ribosomas). Las células reticuladas miden 0,4 a 0,6 m por 0,7 a 1,9
m y las células de ntcleo denso miden 0,4 a 0,6 m de didmetro. Ambos tipos de células se

replican por fision binaria y ambos demuestran una pared celular, caracterizada por una
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membrana citoplasmatica de contorno liso y una membrana externa generalmente ondulada,

separada por un espacio periplasmico. En el cultivo de células y las células humanas infectadas,

las mitocondrias de la célula huésped con frecuencia estan cerca de a los margenes de moérulas

(Paddock y Childs, 2003).

Tabla 4. Principales especies de Ehrlichia. Tomada de Little (2017)

Especies Principal hospedero vertebrado Vector(es) primaro(s) Distribucion geografica

E. canis Perro Rhipicephalus sanguineus ~ Cosmopolita

Erlichia parecida a E. canis ~ Gato Desconocido Norteamérica (E.U.)
E.chaffeensis Venado cola blanca Amblyomma americanum  Norteamérica (E.U.)

E. ewingii Perro, venado cola blanca Amblyomma americanum  Norteamérica (E.U.)
E.mineirensis Ganado (presuntivo) Rhipicephalus microplus ~ Sudamérica (Brasil)

E.muris Raton Ixodes spp. Asia (Japdn), Norteamérica (E.U)
Erlichia parecida a E.muris ~ Raton Ixodes scapularis Norteamérica (E.U.)

E. ruminantium Rumiantes Amblyoma spp. (varios) Africa, Caribe

2.8.2 Patogénesis

El desarrollo de modelos murinos de ehrlichiosis ha facilitado enormemente la

comprension de la patogénesis y de los mecanismos de defensa del huésped contra estas

infecciones. Ehrlichia sobrevive y se replica exclusivamente dentro de inclusiones en monocitos

y macrofagos, que son células efectoras primarias de defensa antimicrobiana, por lo que debe

convertir el ambiente de inclusion hostil a un ambiente propicio para su supervivencia y

replicacion. En general, los microorganismos pueden diseminarse después de la lisis de las

células huésped a través de la muerte celular necrética o apoptotica, o propagandose de célula a

célula. El diagrama esquematico del ciclo intracelular de Ehrlichia se muestra en la Fig. 8 (Sunil,

2016).
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Figura 8 Ciclo intracelular de Ehrlichia spp. Tomada de Sunil (2016)

Una vez que las bacterias patdgenas son capturadas, estas se replican y sobreviven dentro
de un endosoma que no se fusiona con el lisosoma, escapando asi a la destruccion (A). Una
célula tinica de Ehrlichia puede dividirse y formar grandes células reticuladas pleomorficas (B),
que a su vez se dividen y forman las células densas (C). Una vez que las densas células son
extraidas de la moérula, pueden inducir la formacion de filopodios en las células huésped (D). El
filopodio se une a las células vecinas y el patogeno pasa a través del filopodio a las células
vecinas. Si no hay células vecinas en la vecindad inmediata, el final del filopodio forma una
estructura en forma de abanico lleno del patogeno (E). Estas estructuras en forma de abanico
podrian separarse mas tarde y el grupo de células ehrlichiales podria infectar células huésped
vecinas. Cuando las células huésped se llenan con los patogenos ehrlichiales, podrian romper la

membrana de la célula huésped y las células bacterianas liberadas (F) (Sunil, 2016).

2.8.3 Distribucion

La ehrlichiosis humana se ha descrito de pacientes en las Américas, Africa y Asia (fig.9)
y se atribuye a la infeccidon con una variedad de diferentes especies de Ehrlichia. En Sudamérica,
la etiologia y la epidemiologia de la ehrlichiosis humana son menos claras. Ehrlichia canis se
ha documentado en algunos casos de enfermedad humana, pero también se sospecha que E.
chaffeensis y E. ewingii causan enfermedad febril transmitida por garrapatas en las personas y
nuevos agentes también pueden estar involucrados (Little, 2017).

La incidencia maxima de ehrlichiosis estd estrechamente ligada al momento de la
actividad de la garrapata. La mayoria (70%) de los casos de ehrlichiosis humana debida a E.
chaffeensis se informan en mayo, junio y julio cuando las garrapatas vectoriales 4. americanum

son mas activas (Little, 2017).
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E. chaffeensis se detect6 en el 5,5% de roedores Peromyscus spp recolectados en México,
la presencia de este patdogeno en hospederos salvajes es evidencia de un ciclo de garrapatas y
vertebrados lo que representa un riesgo potencial para los seres. Hasta ahora no se reportan casos
fatales de HME en el pais, pero pueden estar siendo ignorados por los médicos y representar

una verdadera emergencia de la enfermedad en México (Sosa-Gutierrez et al., 2016).

¢

No Endémico Endémico

Figura 9. Distribucion geografica de  Ehrichiosis monocitica humana. Tomada de:

https://mygermanshepherd.org/periodical/how-to-get-rid-of-tick

2.9 Babesiosis

Babesia es uno de los hemoparésitos mas comunes en el mundo, después de los
tripanosomas, tienen una amplia gama hospederos que incluyen centenares de especies de
mamiferos y un niimero limitado de aves (Yabsley y Shock, 2013).

En 1888, Victor Babes, tratando de identificar la causa de una grave enfermedad febril
responsable de la muerte de 30.000-50.000 bovinos en Rumania, identificé pequeiios
microorganismos cocdides dentro de los eritrocitos de los bovinos enfermos, a los que llamé
"hematococo" 1889. El primer caso de babesiosis humana en Norteamérica, fue diagnosticado
en un paciente esplenectomizado de California (EE. UU.) en 1966 (Dantas-Torres et al., 2017).

La babesiosis humana se caracteriza por una condicion clinica similar a la observada en

la malaria. Esto implica signos clinicos no especificos como fatiga, letargo, anorexia, mialgia,
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nausea, dolor de cabeza, sudores nocturnos, temblores, dolor abdominal, labilidad emocional,
depresion, hematuria, hepatomegalia, y esplenomegalia. En laboratorio los hallazgos
observados en el curso de la babesiosis son inespecificos y tienen un valor diagndstico limitado,
en general, los animales infectados con Babesia spp. Presentan anemia regenerativa,
reticulocitosis, recuento leucocitario anormal, aumento de las proteinas séricas. En la babesiosis
humana, la anemia (hemolitica) varia de leve a moderadamente grave, con un alto recuento de
reticulocitos, trombocitopenia, altos niveles de urea y creatinina en el suero y proteinuria. Un
diagnostico definitivo para la infeccion por Babesia spp. se realiza utilizando métodos directos
tales como el examen citoldgico de frotis de sangre tefiidos. El tratamiento de la babesiosis
animal suele llevarse a cabo con farmacos como el dipropionato de imidocarb y diaceturato de
diminazeno, mientras que para los seres humanos, pueden usarse diferentes combinaciones de
farmacos (Dantas-Torres et al., 2017)

La tasa de letalidad de la babesiosis humana puede variar desde el 5% en los Estados
Unidos hasta el 42% en Europa, particularmente cuando el diagnostico y el tratamiento no se
realizan correctamente. Los casos humanos causados por B. divergens suelen ser fatales en
personas esplenectomizadas, mientras que esta especie parece ser normalmente apatogénica

para los seres humanos (Dantas-Torres et al., 2017).

2.9.1 Agente etiologico.

Babesia son parasitos transmitidos por garrapatas del Phylum Apicomplexa, los géneros
estrechamente relacionados, Theileria y Cytauxzoon, también son transmitidos por garrapatas,
y colectivamente estos tres géneros se denominan piroplasmas. Muchas especies de piroplasmas
son patdgenos significativos. Los Apicomplexa también incluyen otros patogenos de
importancia veterinaria y médica como Plasmodium spp. (Agentes causantes de la malaria),
Cryptosporidium spp., Eimeria spp., Isospora spp. y Toxoplasma gondii. Diferentes especies de
Babesia pueden infectar animales domésticos, algunas estas especies son responsables de graves
pérdidas en la industria ganadera en todo el mundo. La babesiosis humana es causada
principalmente por B. microti y B. duncani en los Estados Unidos, mientras que la mayoria de
los casos en Europa son causados por B. divergens y B. venatorum. En la tabla 6, se muestran

las especies de Babesia de importancia médico-veterinaria (Yabsley y Shock, 2013).
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Morfologicamente, las babesias son pleomorficas, pero normalmente se ven como
inclusiones piriformes de intraeritrocitos. Dependiendo del tamafio de las formas
intraeritrociticas, las babesias se clasifican como "babesias grandes" (2,5-5,0 um) o "babesias
pequeiias" (1,0-2,5 um). Esta clasificacion es importante para determinar las posibles especies
involucradas durante el examen citologico de frotis de sangre (Yabsley y Shock, 2013).

La identificacion basada en el origen del huésped se basé en la suposicion de que estos
parasitos son especificos del huésped, que ahora sabemos que no es el caso de muchas especies.
La caracterizacion molecular de multiples genes indica que los piroplasmas deben dividirse en
al menos cinco o seis grupos: uno que incluye Babesias pequenas de roedores salvajes, felinos,
canidos (grupo Microti); otro incluye parasitos de cérvidos, perros y personas (grupo Duncani);
un tercero incluye especies caninas, bovinas y cervicales (babesidos); otro mas incluye especies
bovinas, equinas y ovinas (unguilibabesidas); Y un grupo final incluye Theileria y Cytauxzoon
spp. Por otra parte, debido a la falta de datos genéticos y del ciclo de vida para varias especies
de Babesia, la validez de algunas de estas especies, necesitan mayor confirmacion (Dantas-

Torres et al., 2017).

Tabla 5. Principales especies de Babesia de importancia médico-veterinaria. Resumida de Dantas-Torres ef al.

(2017) con énfasis en especies de importancia humana y/o en América.

Especies Hospedero(s) principal(es)  Géneros vectores Distribucion geografica

B. bigemina Ganado, bufalo Rhipicephalus Africa, América, Asia, Australia, Europa

B. bovis Ganado, bufalo, humano? Rhipicephalus Africa, América, Asia, Australia, Europa

B.caballi Caballo, asno, mula Dermacentor, Hyalomma, Africa, América, Asia, Europa
Rhipicephalus

B.conradae Perro Desconocido América (E.U)

B.divergens Ganado, humano Ixodes Europa

B.duncani Humano Desconocido Estados Unidos

B. gibsoni Perro Haemaphyalis Africa, América, Asia, Europa

B.microti Roedores, humano Ixodes Africa, América, Asia, Australia, Europa

B. venatorum Corzo, humano Ixodes Europa

B.vogeli Perro, gato Rhipicephalus Africa, América, Asia, Australia, Europa

40



2.9.2 Patogénesis.

El ciclo de vida de Babesia spp. Es compleja e implica al menos tres etapas de
reproduccion: gamogonia (formacion y fusion de gametos dentro de la garrapata), esporogonia
(reproduccion asexual en las glandulas salivales de la garrapata) y merogonia (reproduccion
asexual en el huésped vertebrado)(Dantas-Torres et al., 2017).

El ciclo de vida Babesia (Fig.11) involucra a dos huéspedes, que incluyen al raton blanco,
Peromyscus leucopus, y garrapatas del género Ixodes. (1) Durante su alimentacion, la garrapata
infectada con Babesia introduce los esporozoitos en el huésped. (2) Los esporozoitos ingresan
a los eritrocitos y se reproducen asexualmente. (3) En la sangre, algunos parasitos se diferencian
en gametos masculinos y femeninos. (4) El huésped definitivo es la garrapata. (5) Una vez
ingeridos, los gametos se unen y sufren un ciclo esporogénico que da como resultado
esporozoitos. (A) La transmision vertical o hereditaria se ha documentado para las especies
"grandes" de Babesia. (6) Los seres humanos entran en el ciclo cuando son mordidos por
garrapatas infectadas con Babesia que introduce los esporozoitos en el humano. (7) Los
esporozoitos entran en los eritrocitos y experimentan una replicacion asexual. (B) La
multiplicacion de los parésitos en sangre es responsable de las manifestaciones clinicas de la
enfermedad. (8) Sin embargo, la transmision de humano a humano se reconoce bien a través de

transfusiones de sangre contaminada, Centros para el Control y Prevencion de Enfermedades

(CDC, 2018).
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Figura 10- Ciclo de vida de Babesia spp. (CDC, 2018)
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2.9.3 Distribucion

Babesiosis, es una de las infecciones mas comunes de animales de vida libre en todo el
mundo (Fig.12) y esta cobrando cada vez mayor interés como una zoonosis emergente en los
seres humanos. La mayoria de los casos de infecciones babésicas en humanos se han adquirido
en regiones templadas de los Estados Unidos y Europa. Algunos casos de babesiosis han sido
descritos en otras partes del mundo, incluyendo China, Taiwan, Egipto, Sudafrica y México
(Homer et al., 2000).

Ha habido varios casos de babesiosis adquirida por transfusion en los Estados Unidos y
ninguno se ha informado hasta ahora en Europa o en otros lugares. La mayoria de éstos han
implicado la transmision de B. microti de un donante asintomatico. El riesgo y la prevalencia de
la infeccion por Babesia en diferentes poblaciones de animales estan relacionados con varios
factores, incluyendo la presencia y abundancia de vectores de garrapatas. La incidencia de
babesiosis en las zonas endémicas es alta durante la temporada de garrapatas, por ejemplo, los
casos de babesiosis humana ocurren generalmente entre mayo y octubre en Europa, mientras
que en los Estados Unidos, la transmision ocurre normalmente entre mayo y septiembre

(Dantas-Torres et al., 2017).

No Endémico 1’ Endémico
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Figura 11 Distribuciéon de Babesiosis, se muestra zonas endémicas y no endémicas. Tomada de:

https://mygermanshepherd.org/periodical/how-to-get-rid-of-tick
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2.10 Tularemia

Durante la investigacion sobre la peste en areas endémicas, la tularemia fue descubierta e
inicialmente identificada como una especie de peste llamada "pseudo-plaga". En 1911, el agente
etioldgico, inicialmente llamado Bacterium Tularense, fue aislado de las ardillas en la ciudad de
Tulare, California (EE.UU.). El sindrome se caracterizd6 en 1912, con los primeros casos
humanos observados en 1914. Los estudios de esta enfermedad zoondtica progresaron en todos
los aspectos a partir de entonces, con gran parte del trabajo realizado por el investigador Edward
Francis. Debido a su compromiso con la investigacion sobre esta zoonosis, el nombre del bacilo
se cambio a Francisella tularensis en su honor (Leal-Balbino et al.,, 2017).

Hachiro Ohara estaba estudiando la enfermedad de liebre salvaje (Yato-byo) en Japon y
reconocid que la enfermedad es similar a la tularemia. Su observacion fue confirmada por
Francis, que aislo B. tularense de especimenes que recibio de Ohara. Por lo tanto, los nombres
de la fiebre de la mosca, la fiebre del conejo, la peste del Valle de Pahvant, la fiebre del lemming,
Yato-byo, la enfermedad de Ohara, la enfermedad del trampero de agua-rata, el envenenamiento
de la carne de liebre y probablemente también otros nombres historicos son sindnimos de la
tularemia (Kubelkovay Macela, 2015).

Existen seis sindromes clinicos principales de tularemia (tabla 7) , cada uno con diferentes
presentaciones clinicas: tularemia ulceroglandular (42% -75% de todos los casos de tularemia),
tularemia glandular (15-44% de todos los casos de tularemia), tularemia orofaringea, tularemia

oculoglandular, tularemia tifodial, y la tularemia neumonica (Harik, 2013).

Tabla 6. Sindromes Clinicos de Tularemia. Tomada de Harik (2013)

Sindromes de Tularemia  Caracteristicas Portal de entrada
Ulceroglandular Papula cutanea seguida de Ulcera, linfadenopatia piel

sensible, fiebre.
Glandular Linfadenopatia sensible, fiebre Desconocido (probablemente piel)
Orofaringeo Faringitis severa, linfadenitis cervical, fiebre Mucosa orofaringea
Oculoglandular Conjuntivitis, sindrome oculoglandular de Parinaud Conjuntiva
Tifoideo Fiebre de causa desconocida, sepsis, mialgia, dolor Mucosa orofaringea o tracto

de cabeza respiratorio
Neumonico Neumonia, fiebre. Tracto respiratorio
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2.10.1 Agente etiologico

Francisella tularensis, un cocobacilo gram negativo, pequefo, fastidioso, y aerobio. Hay
cuatro subespecies distintas de F. tularensis; Sin embargo, la enfermedad es causada
principalmente por la subespecie tularensis de F. tularensis (tipo A) y la subespecie holarctica
de F. tularensis (tipo B). Siendo el tipo A el més virulento. F. tularensis es altamente contagiosa;
Sélo se necesita un pequefio indculo para producir la enfermedad (Harik, 2013).

La infeccion F. tularensis por se ha demostrado en mas de 250 vertebrados (mamiferos,
aves, reptiles, anfibios) e invertebrados (artrépodos) alrededor del mundo. Actualmente se
describen dos ciclos bioldgicos: terrestre y acuatico (Fig.12). La tularemia tipo A (F. tularensis
subsp. Tularensis) estd mas asociada al ciclo de la enfermedad terrestre, siendo los conejos y
liebres silvestres los que act@ian como huéspedes principales y los vectores de artropodos
(garrapatas y moscas de caballo) como agentes propagadores del patdgeno. La tularemia tipo B
(F. tularensis holarctica) se asocia con mayor frecuencia a ciclos acudticos, pero también puede
ser transmitida por garrapatas. En este ciclo, las ratas almizcleras, los castores y los campafioles
propagan las bacterias en su héabitat acuético, y los humanos se infectan directamente ingiriendo

agua contaminada o animales infectados (Leal-Balbino et al., 2017).

Mordedura de artrépodo infectado

=4 Ingestion o contacto con tejidos o agua contaminada

- Mordeduras o aerosoles

Figura 12 Ciclos Zoonoticos de Francisella tularensis. Tomada de Leal-Balbino et al. (2017).
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2.10.2 Patogénesis

Aunque Francisella muestra una fase extracelular durante bacteriemia en ratones, se cree
que la supervivencia y la replicacion dentro de las células huésped es un aspecto clave de su
ciclo de vida. Esto se ejemplifica por la capacidad de varias cepas de F. tularensis subsp.
Tularensis y holarctica y de F. novicida para entrar, sobrevivir y proliferar dentro de una
variedad de tipos de células huésped, incluyendo macrofagos, células dendriticas, neutrofilos
polimorfonucleares, hepatocitos, endoteliales y células epiteliales alveolares de tipo II. Debido
a que la proliferacion intracelular es esencial para la virulencia de Francisella, muchas
investigaciones se han centrado en comprender y caracterizar etapas especificas en el ciclo
intracelular de esta bacteria (Celli y Zahrt, 2013)

La Fig. 13 muestra el modelo del ciclo intracelular de Francisella que representa etapas
que son comunes a los fagocitos murinos y humanos. Tras la fagocitosis, las bacterias residen
en un fagosoma temprano (FCP) que interactiia con los compartimentos endociticos temprano
(EE) y tardio (LE), pero no con lisosomas (Lys). Las bacterias interrumpen rapidamente la
membrana FCP y alcanzan el citosol donde experimentan una replicacion extensa, un proceso
seguido por la muerte celular, la liberacion bacteriana y la infeccion subsiguiente (Celli y Zahrt,

2013).

Fagocitosis

Reinfeccion

Escape del
fagosoma

Muerte celular

Replicacion
citosolica

Figura 13. Ciclo celular de Francisella tularensis. Tomada de Celli y Zahrt (2013)
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2.10.3 Distribucion
Francisella tularensis estd ampliamente distribuida a lo largo del hemisferio norte (Fig.)
y a pesar de una disminucion global en los casos humanos reportados, la tularemia ha
reemergido recientemente en varios paises incluyendo Suecia, Kosovo, China, Bulgaria y partes
de la antigua Union Soviética (U.S). Historicamente, los brotes en la U.S se vincularon a los
pequefios mamiferos y artropodos (garrapatas), posiblemente relacionados con el aumento de la
abundancia de animales hospederos o del vector. Los brotes de tularemia mds recientes en
Bulgaria y Georgia, han reforzado la necesidad de seguir vigilando y de tomar medidas
preventivas en las zonas endémicas (Hightower et al., 2014).
En EE. UU., del 2001 al 2010 se notificaron anualmente a la CDC de 90 a 154 casos de
tularemia. La tularemia fue reportada en todos los estados, excepto Hawai. Arkansas, Oklahoma
y Missouri representan aproximadamente 50 % De los casos de tularemia reportados en los

Estados Unidos cada afio (Harik, 2013).
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Figura 14. Tomada de: https://mygermanshepherd.org/periodical/how-to-get-rid-of-tick

2.11 Reservorios
La distribucion las garrapatas se ve influenciada principalmente por las variaciones
climaticas y geograficas, asi como la migracion de aves a las que infestan e incluso la dindmica

poblacional normal de los demés hospederos, lo que hace de la garrapata una especie con un
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potencial de distribucion muy alto, ademas facilita su introduccion en sitios donde no se
encontraba naturalmente, lo que aumenta el riesgo en el humano de adquirir infecciones
trasmitidas por garrapatas (TBI) (Shaw et al., 2003). y algunos patdgenos como B. burgdorferi
y Anaplasma phagocytophilum pueden infectar a diversos huéspedes (tanto silvestres como
domésticos), sin embargo, todos estos agentes zoondticos estan asociados con reservorios de
vida silvestre. (Baneth, 2014)

Las consecuencias de los cambios en la comunidad de animales que actiian como
hospedadores de enfermedades infecciosas, incluyendo las enfermedades trasmitidas por vector
(VBDs), han recibido especial atencion en los tltimos afios ya que la alteracion en la abundancia
de este puede causar cambios en la prevalencia de infeccion del vector y, con ello, el riesgo de
exposicion para un huésped dado, como el humano, por lo que los vinculos entre la
biodiversidad y el riesgo de enfermedad individual son inevitables.(Dobson y Auld, 2016).

Las especies hospederas pueden diferir mucho con respecto a la susceptibilidad a la
transmision, el mantenimiento y la proliferacion de patdgenos, ademas las interacciones de estas
especies con patogenos pueden verse fuertemente afectadas por la presencia de especies con las
que interactiian, incluidos los depredadores, competidores y otros parasitos, dentro de estas
comunidades (Ostfeld y Keesing, 2012).

Una alimentacion exitosa es importante en la dindmica poblacional de los ectoparasitos y
en la transmision de patogenos, dentro de los factores que afectan la alimentacion con sangre
incluyen la densidad de ectoparasitos, las defensas del huésped y las edades del huésped y el
ectoparasito. Las cargas de ectoparasito en los animales salvajes varian por muchas
caracteristicas del huésped, como sexo, edad, tamafo corporal y condicion fisica lo que puede
reflejar variaciones en la exposicion a las garrapatas que buscan al huésped. (Jones ef al.,2015)

Alternativamente el huésped puede mostrar rasgos de comportamiento diferente después
del contacto con parasitos, por ejemplo, el acicalamiento es la primera linea de defensa de los
mamiferos salvajes contra la infestacion de ectoparasitos y mucha de la evidencia apunta al
papel central de las garrapatas en la evolucion de este comportamiento. Los animales con este
comportamiento pobre o mal desarrollado son vulnerables a una infestacion excesiva de
garrapatas dando a los individuos con este comportamiento mejor desarrollado una ventaja

selectiva (Mooring et al., 2006; Li et al., 2014).
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2.11.1 Venado

El venado cola blanca mantiene un doble papel en la supervivencia y la proliferacion de
las garrapatas, al servir como una fuente de alimento preferido y como un vehiculo para el
transporte y la localizacion de su habitat preferido (Paddock y Yabsley 2007).

El intenso manejo de la vida salvaje para la caza, incrementa los riesgos de patdgenos
zoonoicos; el aprovechamiento del venado cola blanca se ha incrementado a través de vallas,
alimentacion, bebida y traslados, para aumentar los ingresos de la caza en el noreste de México
(Medrano et al., 2012). Esta zona, que abarca los estados de Coahuila, Nuevo Leén y
Tamaulipas, constituye la mayor area de granjas para caza del venado cola blanca y por lo
general ocupan las mismas aéreas con el ganado compartiendo pastura (Cantu-Martinez ef al.,
2008). Por lo que también pueden compartir enfermedades infecciosas; los agentes infecciosos
pueden ser trasmitidos del venado al ganado y del ganado al venado y ocasionalmente al humano

(Martinez et al., 1999).

2.11.2 Borrego cimarron

El borrego cimarron es uno de los grandes mamiferos silvestres de México y una de las
especies mas importantes por su alto valor ecoldgico y econdémico. Sin embargo, la
fragmentacion del hébitat, la introduccion de especies domésticas y recientemente, los esfuerzos
por construir una cerca fronteriza, han creado preocupacion sobre el impacto que pueda tener a
esta especie ya que se encuentra dentro de la lista de especies en peligro (Buchalski ez al., 2015).

Poblaciones de borrego cimarrdn (Ovis canadensis ) seropositivos para Anaplasma spp
fueron identificados en California, lo que sugiere un papel de esta especie en la epidemiologia
de Anaplasma spp (de la Fuente et al., 2006) se ha observado que causa enfermedad grave en el
borrego cimarron y puede predisponer al hospedero a otros patdogenos, ya que la enfermedad
aguda se ha asociado a coinfecciones, ademas de clima calido, vacunacion, desparasitacion,
grado de infestacion de garrapatas, trasporte y movimiento de los animales por largas distancias

(Renneker et al., 2013; Altay et al., 2014).
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2.13 Coinfecciones

La fauna y los seres humanos son frecuentemente infectados por multiples patdégenos o
varios genotipos de un solo patdogeno. Infecciones mixtas en las garrapatas también pueden
influir potencialmente dinamica de transmision, ya sea por interacciones entre los patdogenos
dentro de las garrapatas o por los efectos en el comportamiento y supervivencia de las garrapatas
(Ginsberg, 2008). Por ejemplo, Ross y Levin en el 2004 encontraron que algunas cepas de
Anaplasma phagocytophilum, el agente etioldgico de la anaplasmosis granulocitica en humanos,

afectan la muda de garrapatas Ixodes scapularis.

Los patdgenos coinfectantes pueden interactuar entre si 'y con los simbiontes del huésped
por la utilizacion de los recursos o mediante la modulacion del sistema inmune del huésped. Las
interacciones positivas (facilitacion) favorecen la aparicién de un patégeno invasor o aumentan
la prevalencia de un patdgeno establecido. (Diuk-Wasser et al., 2016). En 2003 Alekseev y
Semenov realizaron un estudio para detectar la infeccion por B. microti en Rusia, donde
encontraron que de 738 garrapatas 1. persulcatus, las 7 garrapatas infectadas por dicho patdégeno
estaban coinfectadas con otros, incluido Borrelia spp. y virus de la encefalitis transmitida por
garrapatas (TBEV).

Las interacciones negativas (competencia) pueden prevenir el establecimiento de un
patdgeno invasor o conducir una extincion patogénica establecida (Diuk-Wasser ef al., 2016).
Alekseev et al. en 1996 presentaron evidencia de que la infeccion por Borrelia suprimio la
replicacion del virus de la encefalitis transmitida por garrapatas en /. persulcatus. Ademas en el
2002 De la Fuente ef al., inocularon células de I. scapularis con diferentes cepas de Anaplasma
marginale, y encontraron que solo una de estas persisto y que la infeccion por A. ovis excluy6 a
A. marginale en dichas células.

Quiza el ejemplo mas estudiado es la infeccion y colonizacion por A. phagocytophilum y
B. burgdorferi que ocurre primero en las células intestinales de las garrapatas y luego en otros
tejidos, incluidas las glandulas salivales desde donde se produce la transmision durante la
alimentacion, y se ha demostrado que la coinfeccion con estos dos patdgenos puede aumentar
significativamente el potencial de propagacion de la enfermedad de Lyme. Esta coinfeccion
también provoca diferentes respuestas del sistema inmunitario dentro de ratones hospederos: la
respuesta de anticuerpos a A. phagocytophilum disminuyé durante la coinfeccion, pero los

anticuerpos producidos en respuesta a B. burgdorferi aumentaron. Ademads, neutrdfilos
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infectados con A. phagocytophilum mejoran la transmigracion de B. burgdorferi a través de la
barrera hematoencefalica humana. Todo esto sugiere que la coinfeccion tiene un gran impacto
en la condicion fisica, la transmision y la patologia de estos dos microrganismos (Cabezas-Cruz
etal, 2018).

Enlatabla 8 se muestran otros ejemplos como las coinfecciones alteran significativamente

la biologia de los microrganismos que coocurren en las garrapatas.

Tabla 7. Coinfecciones y como estas alteran la biologia de los microrganismos. Tomada de Cabezas-Cruz ef al.

(2018).
Coinfeccion Efecto
Anaplasma/Borrelia Respuesta disminuida de anticuerpos contra A. phagocytophilum
Borrelia/Anaplasma Incrementa la transmigracion de Borrelia burgdoreferi a través de la barrera
hematoencefalica humana
Borrelia/ Babesia microti Incrementa la transmision del ratén a la garrapata

Las coinfecciones pueden transmitirse por garrapatas vector simultineamente durante la
misma comida de sangre o pueden ser causadas por una infeccion que precede a la otra. La
introduccion de una nueva infeccion en el huésped puede facilitar la diseminacion de una
infeccion latente ya presente, o la presencia de una infeccion previa puede permitir el
establecimiento de una nueva infeccion que de otro modo seria eliminada por mecanismos de
defensa inmunoldgica. Alternativamente, los anfitriones pueden estar coinfectados por
picaduras de garrapatas separadas y en diferentes momentos, pero en huéspedes en las que las
mordedura de garrapatas son relativamente bajas (por ejemplo, seres humanos) las
coinfecciones pueden resultar una sola garrapata (Baneth, 2014; Ginsberg, 2008) La coinfeccion
rara vez puede asociarse con las garrapatas reales que la transmitieron y es dificil saber en qué
animal hospedador se alimenté la garrapata del patdgeno en particular (Baneth, 2014).

La coinfeccion y la co-transmision de patogenos por las garrapatas pueden tener
importantes implicaciones para la salud publica. Se ha informado de la babesiosis y la
enfermedad de Lyme concurrentes puede tener consecuencias importantes en términos de
tratamiento y el diagnostico. Coinfecciones con diferentes patégenos son cominmente

reportados en humanos y animales. Por ejemplo, en los EE.UU. se demostro que el 11% de los
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pacientes con enfermedad de Lyme en el sur de Nueva Inglaterra presentaban babesiosis
concurrente y el 13% de los pacientes con enfermedad de Lyme en Wisconsin también
contrajeron anaplasmosis granulocitica humana (Moutailler et al.,, 2016). Krause et al en el
2002 mostraron que 310 pacientes norteamericanos sospechosos de tener una TBD vy
examinados para Lyme, HGA y babesiosis, 117 pacientes sufrieron infecciones Unicas, 75
coinfecciones, y 4 individuos fueron positivos para la enfermedad de Lyme, HGA y Babesiosis.

La mayoria de las coinfecciones implican dos de los tres principales patdgenos conocidos:
B. burgdorferi sensu lato, A. phagocytophilum,y Babesia spp. Tales coinfecciones ocurren hasta
en un 28% de las garrapatas I. scapularis en areas de E.U.A endémicas de la enfermedad Lyme
(Swanson et al., 2006).

Estudios de secuenciacion de nueva generacion (NGS) han demostrado que los patdgenos
estdn intimamente asociados a la vasta comunidad de microorganismos (incluidos otros
patogenos) y al dilucidar su influencia en la biologia de garrapatas, la persistencia, la transmision
y la virulencia de patdgenos justifican la necesidad de pasar del estudio de patogenos aislados a
un enfoque mas integrado, donde se reconoce que el patdgeno estd aunado a su entorno abidtico
y bidtico (es decir, incluye otros patdogenos, comensales y simbiontes). Finalmente, han revelado
que la "infeccion de patogenos Unicos o multiples" son escenarios idealizados, donde la
"transmision de patogenos" parece ser una concepcion limitada de un fendémeno mas amplio
donde patdgenos, simbiontes y comensales migran a través de sistemas biologicos (Cabezas-

Cruz et al., 2018).

2.14 Interacciones vector-huésped- patégeno

La tasa de éxito de los patdgenos transmitidos por garrapatas se debe principalmente de
su adaptacion a la alimentacion de sangre relativamente prolongada. Las interacciones
garrapata-huésped-patogeno han evolucionado a través de procesos dindmicos que involucran
los rasgos genéticos del huésped, patégenos y garrapatas que median su desarrollo y
supervivencia. La coevolucion de las estas interacciones facilita la infeccion de patdgenos al
tiempo que protege a las garrapatas y huéspedes de los impactos producidos por dicha infeccion,
lo que garantiza su supervivencia y transmision. Estas interacciones entre organismos pueden

producir conflicto y cooperacion (Fig. 15) (De la Fuente et al., 2015, 2016).
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Las garrapatas producen una lesion al alimentarse, ante esto el hospedero reacciona con
la formacion de un tapon hemostatico, activacion de la cascada de coagulacion,
vasoconstriccion, y respuestas inflamatorias que llevan a la cicatrizacion de la herida y
remodelacion del tejido, lo anterior interrumpiria la alimentacion de las garrapatas, sin embargo
logran completarla debido a la presencia de una gran cantidad de moléculas con actividad
anticoagulante, antiplaquetaria, vasodilatadoras, antiinflamatoria e inmunomoduladoras en su

saliva (Kazimirova y Stibraniova, 2013).
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Figura 15 Ejemplos de conflicto (A) y cooperacion (B) en las interacciones garrapata-patogeno- huésped.
Tomada de De la Fuente ef al. (2016)

Estas moléculas se han desarrollado durante la coevolucion entre el parasito y huésped,
ademas facilitan la adquisicion y transmision de patdgenos, lo cual ha sido descrito como
transmision asistida por saliva (SAT). Los mecanismos por los cuales estas moléculas SAT
median la transmision de patégenos son en gran parte desconocidos, y hasta la fecha, solo se
han identificado unas pocas asociadas a la transmision de patdégenos especificos y sus funciones
no se han aclarado. (Kazimirovéa y Stibraniova, 2013). La sangre ingerida se acumula en el
intestino, la hemoglobina y otras proteinas son absorbidas por y digeridas intracelularmente en
lisosomas (Sojka et al., 2013). Aminoacidos y otros compuestos son liberados y trasportados a

tejidos periféricos y ovarios, donde su funcién principal es el desarrollo del huevo, mientras los
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patogenos deben superar varias barreras tisulares, como lo son: intestino, hemocele y glandulas
salivales u ovarios (en caso de transmision transovarica) ademas deben sobrevivir al periodo
entre la muda y la alimentacion posterior de la siguiente etapa de desarrollo (Hajdusek et al.,
2013).

En su recorrido desde el intestino medio hasta los tejidos periféricos, los patdgenos se
enfrentan a mecanismos de defensa humoral que involucran cascadas de sefializacion innata
como lo son las vias Toll, de Inmunodeficiencia (IMD)y la Janus quinasa / transductor de sefal
y activador de la transcripcion (JAK/STAT) que son activadas por patrones moleculares
asociados a patogenos (PAMPs), y detectados por receptores de reconocimiento de patrones
(PRRs) (Chavez et al., 2017). En consecuencia, desencadenan una impresionante variedad de
respuestas humorales y celulares, incluyendo péptidos antimicrobianos (AMPs), por ejemplo,
defensinas, lisozimas, microplusinas, etc., que matan, atrapan o inhiben directamente a los
invasores. [gualmente, importantes son los procesos celulares, principalmente la fagocitosis por
los hemocitos de la hemolinfa, que capturan, ingie0’ren o encapsulan microbios invasores,
regulados por un sistema primordial de proteinas que contienen tioéster, lectinas relacionadas
con fibrindgeno y factores de convertasa. Las garrapatas también expresan especies reactivas de
oxigeno (ROS), asi como glutatién-S-transferasa, superoxido dismutasa, proteinas de choque
térmico (HSP) e incluso inhibidores de proteasa, logrando asi mantener patdgenos y comensales
sin afectar su estado fisico ni desarrollo (Fig. 16) (Hajdusek et al, 2013; Sonenshine y

Macaluso, 2017).
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Figura 16. Mecanismos inmunes y moleculares que constituyen barreras potenciales para la transmisién
de patogenos. Tomada de Hajdusek ez al. (2013)
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Alteraciones en la composicion del microbioma también pueden dar lugar a diferencias
en los niveles de activacion de las moléculas de respuesta inmune y algunos patdgenos
transmitidos por garrapatas logran inhibir todos estos mecanismos de defensa a través de la
remodelacion del citoesqueleto, inhibicion de la apoptosis celular, manipulacion de la respuesta
inmune y control de la epigenética de la célula huésped (la figura 17 esquematiza algunos
ejemplos de estos mecanismos) (De la Fuente et al., 2016) y podrian haber evolucionado para
explotar la friccion normal que acompaiia al didlogo garrapata-microbiota (Fig. 18).

Asi que definir los perfiles microbianos intestinales que favorecen o perjudican la
colonizacion de patogenos es de importancia, para explotar completamente el microbioma y

controlar tanto a las garrapatas como los patogenos. (Narasimhan y Fikrig, 2015).
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Figura 17. Interacciones moleculares Garrapata- Patogeno, Los patdogenos activan mecanismos (1) y
manipulan las respuestas de proteccion contra garrapatas y otros procesos bioldgicos para
facilitar la infeccion (2), mientras que las garrapatas responden para limitar la infeccion
y preservar la aptitud alimenticia y la competencia vectorial para la supervivencia de
garrapatas y patogenos (3). MG, intestino medio; HE, hemocito; SG, glandula salival,
MSPs, proteinas de superficie mayores; HSPs, proteinas de choque térmico; ER, reticulo
endoplasmico. Tomada de De la Fuente et al. (2017)

2.15 Diversidad del microbioma de las garrapatas
Las asociaciones de garrapatas con bacterias no patdgenas fueron reconocidas
definitivamente por Cowdry a principios del siglo XX, usando microscopia Optica, observo que

una amplia variedad de garrapatas (al menos 16 especies de garrapatas) albergaban bacterias
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Gram-negativas de tipo Rickettsia en diversos tejidos incluyendo huevos, ovarios, tibulos de
Malpighi y células epiteliales intestinales de larvas no infectadas, con ligeras diferencias en la
morfologia de las bacterias entre las especies de garrapatas. También not6 diferentes especies
de bacterias dentro de la misma célula que no se asociaban entre si, pero tendian a formar grupos
distintos aglomerados, y su presencia no parecia tener ningin efecto perjudicial sobre las
células. Estos primeros hallazgos se han corroborado desde entonces, y varios endosimbiontes
bacterianos de garrapatas sus interacciones se han identificado como comensales, mutualista, o

parasitos (Narasimhan y Fikrig, 2015).
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Figura 18 Cambios en el microbioma de la garrapata y la consecuente respuesta inmune en el intestino de la
garrapata. Tomada de Narasimhan y Fikrig (2015)

Las interacciones que se producen entre las comunidades microbianas dentro de la
garrapata, pueden ser competitivas, exclusivas, facilitadoras o ausentes, pudiendo afectar la
colonizacion, trasmision y virulencia de patogenos ya sea directamente a través de la
competencia de nutrientes o la inmunidad inducida / reducida, o indirectamente al afectar la
viabilidad, reproduccion o estado fisico de la garrapata, pero los estudios sobre las relaciones
entre garrapatas, el huésped vertebrado y el patdégeno, han dado por lo general poca

consideracion a estas interacciones y a toda la comunidad microbiana entera, incluyendo
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endosimbiontes y otros microbios de funcién desconocida, y el papel de los endosimbiontes de
garrapatas en la transmision de patdgenos solo se ha estudiado en algunas pocas especies
bacterianas y de garrapatas. Ademas, muchos de estos endosimbiontes son intracelulares
obligados y dificiles de cultivar, lo que explica las brechas en el conocimiento actual (Bonnet et
al., 2017; Clay et al., 2010; De la Fuente et al., 2017).

En los artropodos, generalmente se reconocen dos categorias de endosimbiontes
generalizados, aunque los intermedios y las formas de transicion también son frecuentes:

- La primera categoria consiste en simbiontes mutualistas obligatorios (primarios)
requeridos para apoyar el desarrollo normal del huésped, ayudandolo en varias funciones
esenciales.

- La segunda categoria consiste en simbiontes facultativos (secundarios) que no se
requieren para la supervivencia del huésped, pero pueden conferir proteccion contra enemigos
naturales o calor, o manipulan la reproduccion del huésped.

La composicion de estas comunidades microbianas se debe a factores, como: ambiente
(laboratorio o silvestre), especie y estadio de la garrapata, estado de alimentacion, temporada
de colecta, region geografica, y la presencia de patdgenos (Bonnet et al., 2017).

Ademas de la via transovarial, es concebible que el microbiota materno pueda servir como
el primer in6culo en los huevos y las larvas en desarrollo. La copulacion y el microbiota en la
piel del huésped también pueden contribuir esta diversidad, asi como macroparasitos de las
garrapatas, por ejemplo, se ha sugerido que Wolbachia pipientis puede no ser un endosimbionte
natural de las garrapatas, sino que se ha introducido en el microbioma de las garrapatas por una
avispa parasita. Otras variables que también pueden considerarse son: el grado de alimentacion,
moléculas inmunes del huésped presentes en la ingesta de sangre, y cambios intestinales en
respuesta a la alimentacion (Greay ef al., 2018). No obstante, los diversos microbiotas
ambientales a las que pueden acceder a la garrapata, solo unas pocas se convierten en miembros
de bona fide de su microbioma (Narasimhan y Fikrig, 2015).

La Figura 19 esquematiza el origen y adquisicion del microbioma de las garrapatas, donde
las flechas rojas representan el microbioma obtenido de los huéspedes, las azules el microbioma
obtenido via materna o trasestadial y las verdes el adquirido por factores ambientales.

En los ultimos afios, el rapido desarrollo de los métodos NGS ha revolucionado la

investigacion de epidemioldgica y el diagndstico de enfermedades infecciosas, facilitando la
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deteccion completa de patogenos dentro de sus huéspedes, asi como el descubrimiento de

nuevos patdgenos o inesperados.

Figura 19. Origen y adquisicion del microbioma bacteriano de las garrapatas.
Tomada de Bonnet ez al. (2017)

Recientemente se ha utilizado la NGS con ¢éxito para identificar las comunidades
bacterianas asociadas a 1. ricinus con base en amplificacion y secuenciacion de regiones
hipervariables de los genes que codifican rRNA 16S (perfil metagendmico), revelando una
comunidad microbiana muy diversa (108 géneros que representan todos los phyla bacterianos)
(Vayssier-Taussat ef al., 2015).

En todas las genospecies de garrapatas duras predominan las bacterias del filo
Proteobacteria, seguidas de Actinobacteria, Firmicutes y Bacteroidetes. Los miembros
bacterianos de la phylum Acidobacteria, Cyanobacteria, Fusobacteria. Se han observado
bacterias tanto aerobicas como anaerdbicas, predominado las bacterias Gramnegativas. A nivel
de género, algunos miembros son representativos cada especie de la garrapata sin importar su
localizaciones geograficas, por ejemplo: Rickettsia y Coxiella en Amblyomma americanum y
Rhipicephalus spp.; Rickettsia en casi todos los Ixodes spp.; Y Wolbachia en Ixodes ricinus,
Amblyomma maculatum y Rhipicephalus microplus, lo que sugiere que estos podrian ser
endosimbiontes obligados de dichas especies de garrapatas (Narasimhan y Fikrig, 2015).

En general, ademas de los endosimbiontes intracelulares obligados, se observan varios
géneros bacterianos con mas frecuencia entre varias especies de garrapatas duras, e incluyen
Pseudomonas, Sphingobacterium, Acinetobacter, Enterobacter'y Stenotrophomonas. En la Fig.
21 se muestran los géneros bacterianos con una mayor propension a colonizar las especies de

garrapatas (Narasimhan y Fikrig, 2015).
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Muchos de estos géneros ponen el reto de diferenciar entre patdogenos y endosimbiontes,
dada la evidente proximidad genética cuando se estudian las filogenias de varios géneros

bacterianos (Fig. 18).
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Figura 20. Principales géneros bacterianos representativos del microbioma de las
garrapatas. Tomada de Narasimhan y Fikrig (2015)

Los mejores ejemplos se encuentran en miembros de los géneros Rickettsia, Francisella
y Coxiella, hasta ahora esta claro para los ecologistas evolutivos que muchas especies (si no la
mayoria) de estos géneros son en realidad, microorganismos no patogenos que exhiben estilos
de vida alternativos como simbiontes mutualistas en la garrapata y solo secundariamente sirven
como patogenos de los vertebrados (Bonnet et al., 2017) .

En el caso del género Coxiella, 1a especie C. burnetii se considera principalmente como
un patogeno vertebrado, pero numerosas otras especies de Coxiella se han encontrado asociadas
a garrapatas y son considerados como endosimbiontes, asi la naturaleza patdégena de C. burnetii
podria ser una excepcion dentro del género. También endosombiontes relacionados a
Francisella que se asocian con Dermacentor spp. Han sido descritos, pero su potencial
patogénico sigue siendo objeto de investigacion. Por otro lado, los géneros Wolbachia y
Arsenophonus son bacterias asociadas con artropodos (en su mayoria insectos) e influyen en la
reproduccion y / o inmunidad de sus huéspedes. Finalmente, el endosimbionte Midichloria
mitochondrii se observé inicialmente en las células ovaricas de 1. ricinus. El uso de sondas

moleculares especificas para esta alfa proteobacteria ha demostrado su presencia en casi el 100%
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de las hembras /. ricinus derivadas de poblaciones naturales y ha sido recientemente implicado

como un potencial patégeno vertebrado (Vayssier-Taussat et al., 2015).
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Figura 21 Filogenia de 10 de los principales géneros de endosimbiontes en garrapatas. Tomada de

Bonnet et al. (2017)

Ademas de su posible papel importante en la biologia de garrapatas, los simbiontes de
garrapatas también pueden interferir con la transmision de patdgenos (Fig. 19). Por ejemplo, se
piensa que los endosimbiontes pertenecientes a los géneros rickettsianos alteran la transmision
de otros patdgenos rickettsianos, como se observa en la relacion inversa entre la prevalencia de
infeccion de R. rickettsii (patdgeno) y R. peacockii (simbionte) en Dermancentor andersoni. La
presencia de simbiontes relacionados con Coxiella en las glandulas salivales de las garrapatas
de Amblyomma, altera la transmision de Ehrlichia chaffeensis (Moutailler et al., 2016).

Ademas, Narasimhan et al., (2014) reportaron que la microbiota intestinal de 1. scapularis,
influye en la colonizacion de Borrelia burgdorferi. Al perturbar la microbiota intestinal de las
garrapatas larvales, estas mostraron una disminucion en expresion del transductor de
transcripcion y del activador de la transcripcion (STAT), lo que resultaba en una menor

expresion de peritrofina, una glicoproteina clave de la matriz peritrofica tipo moco (PM) rica en
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glicano, que separa el lumen intestinal del epitelio, por lo que la integridad de la PM de 1.
scapularis es esencial para que B. burgdorferi colonizara eficazmente el epitelio intestinal.

También se ha reportado que A. phagocytophilum induce en las garrapatas la expresion
del gen glicoproteina anticongelante de Ixodes scapularis (iafgp), que codifica para una proteina
con varias propiedades, incluida la capacidad de alterar la formacion de biofilm bacteriano.
IAFGP perturba asi la microbiota intestinal de la garrapata, que influye en la integridad de la
matriz peritréfica y de la barrera intestinal, obstaculos criticos para la colonizacion de
Anaplasma (Abraham et al., 2017).

Descifrar las interacciones entre la garrapata y sus bacterias simbidticas en un contexto
ecoldgico y evolutivo, destacando los procesos co-evolutivos que actiian entre las garrapatas y
sus simbiontes (ya que algunos tienen una historia evolutiva conjunta de varios millones de
afos) probablemente revelara nuevos conocimientos y modelos para controlar las enfermedades
transmitidas por garrapatas, y permitira la reevaluacion de los riesgos para la salud humana

(Bonnet et al., 2017; Narasimhan y Fikrig, 2015).

Impacto enla Impacto en la fisiologia
distribucion del patogeno de la garrapata

Rickettsia spp.

(Trasmision y @Z\N ) & Rickettsia spp.
exclusion de o & (Movilidad)
patdgenos)
,@1 “Candidatus Midichloria mitochondrii”
N’
N7 (Muda)
Coxiellg s_prp. o) ') Coxiella spp.
(Tra,smlslon Ge > U (Reproduccién y sobrevivencia)
patégenos)

Figura 22 Posible impacto del microbioma de la garrapata en la trasmision de patogenos. Tomada de De
la Fuente et al. (2017)
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3. JUSTIFICACION

Las garrapatas son trasmisores de una amplia gama de patégenos de importancia médica
y veterinaria, y son consideradas de gran relevancia como vectores, siendo superados a nivel
mundial, unicamente por los mosquitos, por lo que es importante definir el microbioma de
garrapatas y descifrar sus interacciones con bacterias patdogenas para poder revelar nuevos
conocimientos acerca del papel del microbioma en las enfermedades transmitidas por

garrapatas.

4. HIPOTESIS
Las garrapatas de mamiferos poseen diferentes microorganismos endosimbiontes
¢microbiota) la cual podria estar asociada a coinfecciones con patogenos de importancia clinica

y zoondtica.

5.  OBJETIVOS

5.1 Objetivo general
Aislar y caracterizar el microbioma de garrapatas parasitas de mamiferos silvestres, para

determinar su correlacion con patdogenos de importancia clinica y veterinaria.

5.2 Objetivos particulares

e Identificar taxondmicamente las especies de garrapatas presentes en mamiferos silvestres
de la region norte del pais.

e Identificacion por PCR tiempo real de patdogenos trasmitidos por garrapatas tales como:
Anaplasma phagocytophilum, Rickettia rickettsi, Erlichia chafeensis, Borrelia
burgdorferi y Babesia microti

o Identificar filogenéticamente las bacterias presentes en el tracto digestivo de las especies
de garrapatas colectas de mamiferos silvestres por secuenciacion del gen 16s ribosomal.

e Relacionar el microbioma normal de las garrapatas con la presencia de diversos patogenos

transmitidos por garrapatas.
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6. MATERIAL Y METODOS

Como estrategia general para el presente estudio, se siguio el flujo de trabajo sugerido

por Greay et al. (2018) resumida en la figura 23.

r
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Extraccion de
acidos nucleicos
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Secuenciacion
de amplicones
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Preparacion
de libreriasy
secuenciacion

\

Figura 23. Flujo general de trabajo seguido como estrategia experimental del estudio. Modificada de

Greay et al. (2018)

6.1 Area de estudio

Las colectas se llevaron a cabo en temporadas de caza regulada por las autoridades
correspondientes, desde noviembre 2017- febrero 2019, por parte del personal de Organizacion de
Vida Silvestre (O.V.LS), ademas de Taxidermia Rodriguez y Taxidermia Internacional, quienes
aportaron el material biologico y los datos de las localidades de colecta, por lo que se logro
obtener material de los estados de Sonora, Coahuila, Chihuahua, Nuevo Le6n y Tamaulipas

En el estado de Sonora las colectas se realizaron en: Rancho El Aigame, en el municipio La
Colorada (28° 43 '41 "N & 110° 26' 5" W) (Dices.net, 1998a) y en Rancho El Plomito (30°15” 0” N;
112° 22’ 12”W) (Dices.net, 1998b), este tltimo desde 1996 se inicié un programa de conservacion
y reproduccion de especies de importancia econdémica en condiciones de semicautiverio, abarcando una

superficie de 961 has, y que para 2014 podria contar con una poblacidon reproductiva de borrego
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cimarrén, venado cola blanca y venado bura para poder realizar las primeras repoblaciones en Sierra El
Viejo, Sonora. (O.V.1.S., 2011)

En Tamaulipas las colectas se realizaron en las areas de Nuevo Laredo (Rancho Santa Clara, N
27°33°0”” W 99°47°59.9") y Guerrero (Rancho los Columpios, N 26°33°18>” W 99°22°3.7")
(LN.E.G.I, 2015; ILN.A.F.E.D, 2010; O. C. D. E, n.d.) Para Nuevo Ledn las colectas se fueron
en Rancho Mamulique en el municipio de Salinas Victoria. (N 26°7°59.88°7 W
100°19°58.799°"), Rancho El Retiro (N 27°30°46°> W 100°21°24°”) en el municipio de Anahuac
y Rancho El Cibulo (N 27°3°0°> W 100°16°1.199°") en el municipio de Lampazos.(ILN.E.G.1,
2015). En el caso del estado de Chihuahua, los ejemplares se colectaron en el municipio de
Ahumada (Tapiecitas, Casas Grandes Chihuahua, N 30°23°44.99” W 108°1230.00)
(LN.E.G.I 2015). Las localidades colectadas en el estado de Coahuila fueron el municipio de
Acufia (Rancho El Salado N 29°22' 0.12” W 102°42°0”), y el municipio de Muzquiz (Rancho
Santa Ana, N 28°7°0.12” W 101°46°58.8") (LN.A.F.E.D, 2010)

Rancho el plomito

Rancho el Aigame Ahumada

9 Acuria
% 8 Mizquiz

Rancho Mambuligue

0 Nuevo Laredo

& Guerrero

Figura 24. Ubicacion Geografica de las zonas de muestreo
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6.2 Colecta de garrapatas

El personal de Organizacion de Vida Silvestre acompafio a los cazadores y retiraron las
garrapatas de los hospederos colectados de forma manual o con pinzas por un espacio de 5
minutos de las zonas con mas densidad (Orejas, cabeza, cuello , escapula, patas), y de ser posible
se mantuvieron vivas hasta el momento de la diseccion, de lo contrario se preservaron en frascos
con alcohol 96% (Amerasinghe et al, 1992) ; de igual manera en las taxidermias se
inspeccionaron las pieles que se trasportaron y mantuvieron en refrigeracion o congelacion,
antes de ser sometidas al proceso de conservacion. Las garrapatas se procesaron en el
Laboratorio de Patologia Molecular, del Departamento de Zoologia de Invertebrados, de la

Universidad Autonoma de Nuevo Leon.

6.3 Ficha entomologica

Para la recoleccion de datos en campo se utilizaron hojas impresas con el siguiente

formato:

Fecha | Localidad Hospedero Vector

NUm. Especie Sexo Estadio Localizacién Especie
#Q | #3 | #Ninfas C|[Cu|E|P

OaHO | O

*C- cabeza, O-oreja, Cu-Cuello, E-Escapula, P-Patas.

6.4 Identificacion de garrapatas.

La identificacion taxondmica se realizd por morfologia utilizando las claves de Furman y
Loomis (1984), Hoskins (1991) y Walker et al. (2014), los ejemplares se observaron en un
estereoscopio de 10 X a 40X (EZ4E, Leica Microsystem, Guadalajara, Jalisco, México).

La superficie externa de cada garrapata fue esterilizada segiin Lucero-Velasco et al.
(2018). Todas las garrapatas se lavaron en H>O» al 3%, se enjuagaron con etanol al 70% durante
aproximadamente 2 min, y luego se enjuagaron tres veces en solucion salina durante 1 min, y la

cuticula abdominal se seco asépticamente para tomar muestras del tracto digestivo, bajo un
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estereoscopio (Leica) usando pinzas esterilizadas y una hoja de bisturi desechable (# 11) en
campana de flujo para evitar el riesgo de contaminacion cruzada (Molina-Garza y Galaviz-Silva,
2019). La obtencion del tracto digestivo de las garrapatas se realizo de acuerdo al método de
Edwards et al. (2009).

Para determinar los indices de densidad de garrapatas por hospederos, se realizaron
medidas de prevalencia, abundancia e intensidad utilizando los criterios de (Bush ef al., 1997;

Pagano, 1999)

Hospederos infestados

X 100

Prevalencia=
Total de hospederos

Total de garrapatas colectadas

Abundancia=
Total de hospedero

Total de garrapatas colectadas

Intensidad= :
Hospederos infestados

Se determino la asociacion significativa entre el vector y la ubicacion del hospedero, entre
el sexo de las garrapatas y localidad mediante tablas de contingencia y analisis de Chi cuadrada
(X?). El nivel de significancia fue calculado con el 95 % de intervalo de confianza (IC) (P <
0.05). Ademas, los datos se analizaron con la prueba Z para comparacion de proporciones

poblacionales con el programa del SPSS version 17 (Chicago, IL).

6.5 Extraccion del ADN a partir de garrapatas.

Las muestras de tracto digestivo se colocaron inmediatamente en tubos Eppendorf
esterilizados en pools de méximo 10 garrapatas de la misma localidad, especie y sexo, y se
mantuvieron a 4 °C para la extraccion de ADN, la cual se realiz6 mediante el protocolo del
DNAzol® (Molecular Research Center, Inc. 2001) de la siguiente manera: las muestras y
DNAZzol en una proporcion de Se incubaron 1: 1 durante 24 horas a 4 ° C en tubos Eppendorf
de 1,5 ml, después de lo cual se afiadi6 cloroformo en una proporcion de 1: 2 y la mezcla se
incubd a temperatura ambiente durante 5 min. A continuacion, se afiadio etanol absoluto frio al

sobrenadante en una proporcion de 1: 1, se incubd a temperatura ambiente durante 15 min, se
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centrifugd a 5000 rpm durante 5 min y se decanto el sobrenadante; después de esto, se realizaron

dos lavados més con 300 pl de etanol frio al 70%, se dejo secar el exceso de alcohol del tubo a

temperatura ambiente durante 15 min, se agregaron 100 pul de agua libre de nucleasas y se

cuantifico el extracto de ADN con un espectrofotémetro Nanodrop 2000 (Invitrogen, Carlsbad,

CA) y se almaceno a - 20 ° C (Galaviz-Silva et al., 2013).

6.6 Reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real (QPCR)

Se realizo el diagnostico de patdgenos presentes en el tracto digestivo de las garrapatas

mediante la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo real basados en sondas

Tagman T4 Oligo ®, que se describen en la tabla 9.

Tabla 8. Cebadores y sondas utilizados para el diagnostico de patdogenos trasmitidos por garrapatas

Especie Gen

Oligonucleétido

Amplicon (pb)

Referencia

Borrelia burgdorferi ospA

Riketssia spp. (grupo de las fiebres manchadas) gItA

Anaplasma phagocytophilum ank
Babesia microti 18SrRNA
Erlichia chaffeensis dsb

F- AATATTTATTGGGAATAGGTCTAA 102
R- CACCAGGCAAATCTACTGA

P- TTAATAGCATGYAAGCAAAATGTTAGC-

FAM

F- TCGCAAATGTTCACGGTACTTT 74
R -TCGTGCATTTCTTTCCATTGTG

P-

TGCAATAGCAAGAACCGTAGGCTGGATG-
FAM

F- GTGTTGTAGAAGCTGGGGCAC 84
R-GCCTCATTTGCCGCTTGAA
P- TACTCCTACCGGATCTATGAGC-FAM

F-CGCGTGGCGTTTATTAGACTT 89
R-CAAA GCCATGCGATTCGC
P-CCAACCCTTCGGGTAATCGGTGATTC-
FAM

F TTGGAGAAGCATCACTGAAAGC 88
R GCAGCATGGTAGAACTCGATGTA
TCAAGCAGCACTAGCAGTACATCTAATAA
ACCCAAGTAA- FAM

(Briciu et al.,, 2016)

(Quarsten et al.,, 2015)

(Stephenson et al.,,
2015)

(Wang et al.,, 2015)

(Wroblewski etal.,, 2017)
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Tabla 9 Oligonucleotidos sintetizados como controles positivos de enfermedades trasmitidas por garrapatas.

ESPECIE OLIGONUCLEOTIDO Tamafio (pb) GenBank
Erlichia chaffensis ~ TTTCCAATACTTGGAGAAGCATCACTGAAAGCTGTTCAAGCAGCACTAG 110 AF403711
CAGTACATCTAATAAACCCAAGTAAATACATCGAGTTCTACCATGCTGCAC
TAAACCATAA
Borrelia burgdorferi  TATATTATGAAAAAATATTTATTGGGAATAGGTCTAATATTAGCCTTAATAG 130 CP0096571
CATGTAAGCAAAATGTTAGCAGCCTTGACGAGAAAAACAGCGTTTCAGT
AGATTTGCCTGGTGAAATGAAAGTTCTTG
Anaplasma AGCATTTAAAGCGTGTTGTAGAAGCTGGGGCACATATAAATACTCCTACC 110 GU2368081
phagocytophilum GGATCTATGAGCCCTTTAGCTGCTGCAGTTCAAGCGGCAAATGAGGCAA
GTAACCTTAAA
Rickettia spp. GCTATGGGTATACCGTCGCAAATGTTCACGGTACTTTTTGCAATAGCAAG 100 KU8530231
(Grupo de las AACCGTAGGCTGGATGGCACAATGGAAAGAAATGCACGAAGACCCTGA
fiebres manchadas) AC
Babesia microti TCGAGGCGCGTTTTCGCGTGGCGTTTATTAGACTTTAACCAACCCTTCGG 110 AB1904591

GTAATCGGTGATTCATAATAAATTAGCGAATCGCATGGCTTTGCCGGCGA
TGTATCATTC

En cada ensayo se us6 un volumen total de 10ul de reaccion Sul de TagmanUniversal
Master Mix (Life Technologies, Carlsbad, CA), 0.5 pl de mix de primer y sonda T4 Oligo ®, 2
pl de muestra o control y se completo el volumen con 2.5ul. y se probaron las concentraciones:

1X, 5X y 10X, de primers y sondas, y las concentraciones de Universal Master mix de 1X y 2X,

para optimizar los ensayos.

La amplificacion se realizd en un equipo StepOnePlus Real-Time PCR System (Life

Technologies) en el cual se usaron las condiciones de termociclado mostradas en la Tabla 11.

Tabla 10. Condiciones de termociclado para qPCR de patégenos trasmitidos por garrapatas.

Especie Condiciones de termociclado Referencia
Anaplasma 50 °C (2 min), 95 °C (10 min), (Stephenson et al., 2015)
phagocytophilum 50 ciclos a 95 °C (15 s), seguido por 60 °C (1
min)
Erlichia 94 °C (5 min) (Carrillo-Bonilla et al., 2014)

40 ciclos a 94 °C (1min), seguido por 60
°C(1min) y 72 °C (1min); Extension final: 5 min

a72°C
Rickettia spp 50 °C (3 min), 95°C (5 min) (Stenos et al., 2018)
60 ciclos a 95°C (20 s) seguido por 60°C (40s)
Babesia 50°C (2 min),95°C (10 min), (Yokoyama et al., 2018)
45 ciclos 95° (20 s) seguido por 55°C (1 min).
Borrelia 95 °C (10min), Sugerido por: Termofisher
35 ciclos a 95 (15s), seguido por Tm calculator:
52 °C (1min) y 42 °C (1min) https://www.thermofisher.co

m/mx/




La linealidad de los resultados de los ensayos de qPCR fue evaluada a partir de la
eficiencia de las reacciones de PCR de las curvas estandar y por los parametros: pendiente,
intercepcion, y el coeficiente de regresion (R?), se determino la eficiencia de reaccion mediante

la siguiente férmula:
Ex=100Vm 1

Donde: Ex es la eficiencia de reaccion y m la pendiente de la curva (Life Technologies

Corporation., 2012).

Las concentraciones obtenidas de los controles positivos se convirtieron a nimero de

copias (NC) usando la siguiente formula:
CN/uL= Conc. (g/uL) x NA / MW (g/mol)

Dénde: NA es la constante de Avogadro (6.022 x 10? copias/mol) y MW es el peso
molecular de cada par de nucledtidos (650) multiplicado la longitud de cada T4 Oligo® usado
como control (tabla 2) (Obregén et al., 2016).

6.7 Caracterizacion del microbioma intestinal
Para la caracterizacion del microbioma de las garrapatas, se enviaron parte de las
extracciones a ZymoBIOMICS® para la secuenciacion de la region de DNA que codifica para
16s ribosomal, en busqueda de los principales grupos y especies bacterianas simbiontes
presentes en tracto digestivo de las garrapatas.

Preparacion de la biblioteca dirigida: La secuenciacion del gen de ARN ribosomal

bacteriano 16S se realizd usando el kit de preparacion de biblioteca Quick-16S ™ NGS (Zymo
Research, Irvine, CA). Los primer bacterianos 16S amplificaron la regién V1-V2 o V3-V4 del
gen 16S rRNA. Estos primer fueron disefiados por Zymo Research para proporcionar la mejor
cobertura del gen 16S manteniendo una alta sensibilidad.

La biblioteca de secuenciacion se preparé mediante PCR tiempo real para controlar los
ciclos y evitar la formacién de quimeras. Los productos finales se cuantificaron y se agruparon
en base a su molaridad. La biblioteca final se limpi6 con Select-a-Size DNA Clean &
Concentrator ™ (Zymo Research, Irvine, CA), luego se cuantificd con TapeStation® (Agilent

Technologies, Santa Clara, CA) y Qubit® (Thermo Fisher Scientific, Waltham, WA).
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e Secuenciacién: la biblioteca final se secuencid en Illumina® MiSeq ™ con un kit de

reactivos v3 (600 ciclos). La secuenciacion se realizo con> 10% de aumento de PhiX.

e Andlisis bioinformatico: Se infirieron amplicones de secuencias Unicas y quiméricas a
partir de lecturas crudas utilizando DADA2 (Callahan et al.,, 2016). La asignacion de
taxonomia se realizo utilizando Uclust de Qiime v.1.9.1 con la Base de datos 16S interna
de ZymoResearch. Los andlisis de visualizacion de composicion, diversidad alfa y
diversidad beta se realizaron con Qiime v.1.9.1 (Caporaso et al., 2010). Si corresponde,
LEfSe (Segata et al., 2011) identifico la taxonomia que tiene una abundancia significativa
entre los diferentes grupos mediante la configuracion predeterminada. Otros andlisis,
como mapas de calor, Taxa2SV_deomposer y graficos de PCoA se realizaron con scripts
internos.

Para establecer la correlacion entre los microbiomas se tomaron como muestras
independientes las garrapatas no infectadas y las garrapatas que fueron positivas para algin
patdgeno, se realizo una tabla de frecuencias, para posteriormente usar la prueba de chi cuadrada

como prueba estadistica, con una p < 0.05.
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7. RESULTADOS

6.1 Identificacion taxonomica del vector

En las localidades muestreadas del norte de la Republica Mexicana, se inspeccionaron un
total de 300 hospederos: 296 venados de los cuales 56/296 (19.26 %) estaban infestados, y 4/4
(100%) borrego cimarrén estaban infestados. Se colectaron un total de 475 garrapatas
pertenecientes a 4 especies distintas: R. microplus, D. nitens, O. megnini, D. hunteri, ademas de
especimenes que pertenecian a los complejos de Amblyomma cajenennse y A. maculatum, En
cuanto a la prevalencia, abundancia e intensidad de las garrapatas de venado, R. microplus
present6 la mayor con el 30.9 %, 0.49 y 2.88, respectivamente; pero en borrego cimarron, D.
hunteri es la que mas sobresale; los datos obtenidos se muestran resumidos en la Tabla 12.

La distribucion corporal de las garrapatas en los hospederos, en general, fue mayor en las
orejas con un total de 233 (49.05 %) garrapatas de las seis especies (25.90 %, total de hembras,
18.73 % de machos y 4.42% de ninfas) y la parte superior de la cabeza con 104 (21.89%)
ejemplares de las 6 especies (11.57 hembras, 10.32 % machos), seguidas por el cuello donde se
hallaron 60 (12.63%) ejemplares (5.05% hembras y 7.58% machos), en la escapula se
obtuvieron 48 (10.11%) garrapatas, de estas 2.95% fueron hembras y 7.16% machos; y en las
extremidades inferiores se colectaron 30 (6.32%) garrapatas (1.89% hembras y 4.43% machos).
En la fig. 25 se muestra la distribucion corporal de cada una de las diferentes especies de
garrapata colectadas, que al analizarla, sin importar hospedero y localidad, presentaron
asociacion altamente significativa, en todos los estadios (X?=44.53, P<0.001) y a pesar de que
las ninfas O. megnini se localizaron exclusivamente en las orejas, también las hembras y
machos de las diferentes especies de garrapatas se asociaron significativamente con la ubicacion
corporal (X?=21.29.5, P<0.001). Se encontré mediante ANOVA y posterior prueba de Tukey
que las distintas especies de garrapatas preferian alimentarse de manera significativa en las
orejas, cabeza y cuello (p< 0.05) con respecto a la escapula o patas del cuerpo del hospedero

donde se colectaron.
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Tabla 11. Datos obtenidos en las colectas del norte de la Republica Mexicana

Nuevo Leén Sonora Tamaulipas Chihuahua Coahuila

N de hospederos 321224 (13.9) 6/16 (37.5) 4/4.(100) 6/15 (40) 5/18 (27.78) 7/23 (30.43)

No. garrapatas 101176 69/176 6176 (341)  19/204(93)  183/204 21204 17117 (100) 22/34 12134 32/44 10144 2144 (4.54)
(57.39) (39.20) (89.7) (0.98) (64.71) (35.29) (72.73) (22.73)

87/ 30176 13117(76.5) 17134 12134 27144 10/44
176(49.43)  (17.05) (13.7) (50.0) (35.29) (61.36) (22.713)

Abundancia 0.786 10.2 1.13 1.89 1.91

TOTALES

Total garrapatas 475

Q (%) 2241475 (47.16%)

Abundancia 1.58
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Figura 25. Distribucion corporal de las distintas especies de garrapatas colectadas

Se realizo la identificacion taxonomica de las especies colectadas por morfologia segtn las
claves taxondmicas de Keirans y Litwak (1989); Walker ef al. (2014) en las cuales se mencionan

que las siguientes estructuras son clave para cada una de las especies colectadas en este estudio.

7.1.1 Otobius megnini

Piezas bucales pequeiias y ventrales.

Placas espiraculares pequeias, situadas
lateralmente entre las patas 3 y 4

Pulvilli ausentes de los extremos de las piernas

Apertura genital ausente en ninfas. ‘

Tegumento con espinas (entre las espinas ¢l integumento es liso)

‘ Escudo, ojos y sutura lateral ausentes ‘

Figura 26. Caracteristicas taxonémicas de Otobius megnini (Walker et al., 2014)
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Boophilus microplus

Escudo sin or Los ojos indistintos

Palpos con articulos pequeiios. Base Patas delgadas sin
del capitulo con margenes angulares, anillos palidos. Pulvilli
Hipostoma con formula dental 4: 4 ¢ presentes.

Coxa 1 con espuelas pareadas muy
pequeiias, espuela anterior visible
dorsalmente. Coxa 4 de tamaiio
normal

Placas ventrales y apéndice
caudal estrecho presentes
en los machos.

Placas espiraculares
grandes y posteriores a
las piernas

Apertura genital de las
hembras U amplia

Figura 27. Caracteristicas morfoldgicas para la identificacion taxondémica de Boophilus microplus (Walker et
al., 2014)

7.1.2 Género Dermacentor

\

Ojos generalmente planos a
ligeramente convexos

Base capitulo tiene margenes
laterales rectos y dorsalmente es
rectangulares. Articulo 2 de Palpo
son amplios

I Festones estdn presentes ]'

Coxa 1 con espuclas
pareadas, grandes e iguales

Coxa 4 muy grandes. [~ ]

Placas ventrales ausentes en machos,
surco anal posterior al ano.

Placas espiraculares son grandes y
| posteriores a las patas 4

Figura 28 Caracteristicas morfoldgicas para la identificacion taxondmica del género Dermacentor sp.
(Walker et al., 2014)
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7.1.2.1 Dermacentor nitens

I Articulos de los palpos pequenos |—>

Siete festones |

Surco anal indistinto
\

\
\

\
\

\

Placa espiracular sin prolongacion
dorsal, las copas de los espiraculos
forman un anillo.

! Escudo sin ornamento, ojos indistintos

Espuelas en coxa | ampliamente
divergentes

Figura 29 Caracteristicas morfoldgicas para la identificacion taxondmica de D.nitens (Hoskins, 1991; Walker

etal, 2014)

7.1.2.2 Dermacentor hunteri

Escudo con ornamento
(patrén mostrado en

marcas diagonales \
posteriores a los ojos

I Puntos sobre el escudo de tamafio moderado.

diagrama), con 2 pares de =

Placa espiracular con
prolongacion dorsal estrecha.

af!;
-,
:
xy
B
) 4

3

.

\

Cornua corta 0 mediana

Margenes opuestos de las

espuelas en coxa I son paralelos

Coxa II, Il y IV con espuelas, semi-
agudas; Espuelas internas de las coxa IT'y
111 reducidas, redondeadas; coxa IV sin
espuela interna

TR,

Figura 30 caracteristicas morfologicas para la identificacion taxonémica de D. hunteri. (Furman y Loomis,

1984; Hoskins, 1991)
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7.1.3 Género Amblyomma

Base de capitulo con
margenes laterales rectos,
dorsalmente sub-rectangular.

Escudo con ornamento en muchas especies. |

Ojos presentes

Segmento II de los palpos, mas
largos que el I'y III

Coxal con espuelas pareadas.

Festones presentes

Coxa 4 son de tamano
normal con espolén
estrecho largo y
afilado.

Placas ventrales ausentes. El surco
anal posterior.

Las patas son delgadas con anillos palidos. |

Pulvilli presentes.

Figura 31 Principales caracteristicas morfologicas para la identificaciéon taxonémica del género

Amblyomma.(Walker et al., 2014)

6.1.4.1 Complejo Amblyomma cajennense

Hipostoma con
formula dental 3: 3
con 4-5 filas,
apice con corana
de denticulos.
Segmento I de los
palpos con espuela
\|.pequedia y roma.

Espuela externa de coxa I mas
larga que la espuela interna

Apertura genital a
nivel de la coxa I,
en forma de U

Tibia II-1V sin
espuclas

Ornamento periférico o
extenso (patron en
mostrado en diagrama)

Festones mas largos que anchos
Ranura marginal completa.

Coxa II-11I con espolon
corto y redondeado

Figura 32 Caracteristicas morfoldgicas para la identificacion de especies del complejo 4. cajenennse

(Guzméan-Cornejo et al., 2011; Nava et al., 2014)



6.1.4.2 Complejo Amblyomma maculatum

Espina y una seta presentes
en las tibias 1I-IV

Manchas cervicales estrechas, primero divergentes, luego
ligeramente convergentes en la parte posterior. Area
central larga.

Escapulas redondeadas

Espolon coxa IV no alcanza el ano

Coxa II-I1I con espolon
triangular, corto y romo

Cuerpo alargado-
ovalado, mas angosto
anterior a los ojos

Tres manchas laterales
grandes (a veces fusionadas)

Mancha postero-mediana se extiende anteriormente,
es mas ancha que la franja entre las manchas postero- Escudos quitinosos visibles en la
mediana y postero-laterales, estas ultimas paralelas a superficie ventral de los festones
la mancha postero-mediana

Placas espiraculares en forma de coma, no
perpendiculares a su eje

Figura 33 Caracteristicas morfoldgicas para la identificacion taxonémica de especies del complejo A.
maculatum (Guzman-Cornejo et al., 2011; Lado et al., 2018)

7.2 qPCR para la cuantificacion por curva estandar de patogenos trasmitidos por

garrapatas

En el caso de los patdogenos estudiados, las concentraciones que mostraron mejor
eficiencia de reaccion fueron: primer y sonda a 5x y de universal master mix fue a 2x. En el
caso de R. rickettsi la eficiencia de reaccion fue de 98.15%, para A. phagocytophilum fue de
108.9%, para Erlichia chaffeensis fue de 109.8%, B. burgdorferi mostro una eficiencia de
110.3% vy finalmente la eficiencia para B. microti fue de 109.17%. El resultado de la

cuantificacion de los controles positivos para cada patdogeno se resume en la Tabla 13

Tabla 12. Cuantificacion de controles positivos para patdogenos trasmitidos por garrapatas

Patdgeno Cqmedia ng/ml  Node copias/ ml (Nc/ml)  Limite deteccion (estandar 0.0016ng/ml)
Anaplasma phagocytophilum ~ 8.69 0.2044  1.72x10° 1.35 X107 Ne/ml

Erlichia chaffeensis 7.2 0.185  1.56x10° 1.35 X107 Ne/ml

Rickettsia rickettsi 12835 0.0076  7.0411x107 1.482x 107 Nc/ml

Borrelia burgdorferi 13.89 0.0391  2.79x 108 1.44x10Ne/ml

Babesia microfi 1248 0.03%2 3.30x10° 1.35x107 Ne/ml
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En las siguientes figuras se muestran las curvas estandar para cada ensayo junto con los datos

de pendiente, interseccion y R2, ademas de su grafica de amplificacion.

Curva estandar Anaplasma phagocytophilum

y=-3.1213x+20.774
R?=0.9972

0.0016ng/ml

0.008ng/ml

0.04ng/ml 0.2ng/ml 1ng/ml

SR

001 /

Anaplasma

04 7

s

v

0021562/

/

LU S B "R - R
Cycle

[1 ) 4

Figura 34. Curva estandar y grafica de amplificacion para Anaplasma phagocytophilum

Curva estandar Rickettsia rickettsi.

y =-3.3642x+21.061
R?=0.9866

0.0016ng/ml

0.008ng/ml

0.04ng/ml 0.2ng/ml 1ng/ml

LRN

rickettiag

Figura 35. Curva estandar y grafica de amplificacion para Rickettsia rickettsi

Curva estandar de Erlichia chaff

y =-3.1068x +20.008
R?=0.9948

0.0016ng/ml

0.008ng/ml

0.04ng/ml 0.2ng/ml 1ng/ml

ARN

01

0.1

Erlichia

0.010925 /

i)

2 4 12 wWow N 2’ OH X AN R MOE OH L

Cycle

Figura 36. Curva estandar y grafica de amplificacion para Erlichia chaffennsis
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Borrelia

Curva estandar de Borrelia burgdorferi

25 200
y=-3.097x+22.731

R?=0.9722 17

20 150
126

4

L 1m

075

0.0

s 025 1138458
000 i

0 2 4 & & W o2 W ¥ WA 2 XX A XNV ® I

0.0016ng/ml 0.008ng/ml 0.04ng/ml 0.2ng/ml 1ng/ml ol
ycle

Figura 37. Curva estandar y grafica de amplificacion para Borrelia burgdorferi

Curva estandar de Babesia microti

20 Babesia microti

18 y=-3.12x+21.909

16 R?=0.981 100 /_T__._,__:_:__.
14 : - =L ]
12 075 —
10

: ....... g 050

4

5 025

0 0.095756 L LA /

0.0016ng/ml 0.008ng/ml 0.04ng/ml 0.2ng/ml 1ng/ml .00 - ._I-L/_,_——'/

2 4 B & W o1 oW e WO T M X RN R M E L L U

Cycle

Figura 38. Curva estandar y grafica de amplificacion para Babesia microti

Se realizo la cuantificacion de los 5 patdégenos en las muestras de garrapatas colectadas de
venado cola blanca, bajo las condiciones descritas, las cuales dieron < 0.0016ng/ml, es decir por

debajo de 1x10” Ne¢/mL.
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6.3 Caracterizacion de microbioma de las especies de garrapatas colectadas.

Se compard la composicion del microbioma de las garrapatas obtenidas se realizd por

hospedero, localidad, especies y sexo.

6.4 Venado cola blanca

Para este hospedero se observd que, en todas las especies de garrapatas capturadas, el
phyllum predominante fue el de Proteobacterias, seguido por los phyllum Actinobacteria,
Firmicutes, Bacteroidetes y Fusobacteria, respectivamente. Dentro de las proteobacterias, la clase
Gammaproteobacteria fue la principal en la mayoria de las especies de garrapatas, seguida de las
clases Alphaproteobacteria y Betaproteobacteria; los principales 6érdenes en la mayoria de las
especies fueron Pseudomonadales y Thiotrichales, lo anterior se resume en la tabla 14 y la fig.36
muestra el grafico de las principales especies bacterianas que pertenecen al microbioma de cada
especie de garrapata. Segun los indices de alfadiversidad de Shannon, las especies con mayor
diversidad en su microbioma son R.microplus, D. nitens y A. maculatum (Tabla 15). Se realizé un
analisis SIMPER para obtener las principales familias que contribuyen en las diferencias entre las
especies de garrapatas, esto se muestra en la Tabla 16.

Dado que R. microplus y D. nitens fueron recolectadas de ambos sexos y se encontraron en
todas las localidades, los microbiomas de estas las especies se compararon por sexo o localidad.
Las hembras de R. micloplus presentaron una mayor diversidad que los machos, mientras que en
D. nitens ocurrid lo contrario; en el caso de las localidades, en ambas especies, Nuevo Leon
presento la mayor diversidad de especies bacterianas, seguido de Coahuila y Chihuahua (Tabla 15).
La composicion de especies bacterianas presentes segun el sexo de la garrapata se muestra en la
fig. 40, mientras que en la fig. 41 esta composicion se indica por localidad donde fueron obtenidas

las garrapatas.
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Tabla 13. Principales ordenes bacterianos encontrados en las especies de garrapatas colectadas de venado

Clasificacion Porcentaje (%)

R.microplus D.nitens D. hunteri A. maculatum A. cajenennse
Actinobateria 10.40 21.70 0.30 2.90 17.50

Actinobacteria

Actinomycetales 1.70 3.00 0.10 1.00 3.20
Bifidobacteriales 0.40 0.40 0.00 0.00 0.00
Corynebacteriales 5.10 5.00 0.20 0.20 10.20
Micrococcales 1.30 8.60 0.00 0.60 3.30
Propionibacteriales 1.90 4.10 0.00 1.10 0.80
Streptosporangiales 0.00 0.60 0.00 0.00 0.00
Bacteroidetes 4.10 1.0 0.00 0.80 6.0
Bacteroidia
Bacteroidales 1.60 0.80 0.00 0.50 3.00

Flavobacteriia

Flavobacteriales 0.30 0.20 0.00 0.20 1.70
Firmicutes 6.10 13.30 1.20 2.70 26.10
Bacilli
Bacilliares 2.60 6.30 0.00 1.00 8.60
Lactobacillales 2.80 3.70 1.10 140 13.90
Clostridia
Clostridiales 0.20 2.80 0.00 0.00 0.00

Negativicutes
Selenomonadales 0.50 0.50 0.10 0.30 3.60
Fusobacterias 0.30 0.30 0.00 0.20 2.80
Fusobacteriia
Fusobacteriales 0.30 0.30 0.00 0.20 2.80
Proteobacteria 72.10 58.0 98.40 91.60 39.80

Alphaproteobacteria

Calculobacteriales 1.00 0.00 0.00 0.00 0.40
Rhizobiales 2.30 0.00 0.00 0.00 0.00
Rickettiales 0.00 0.00 0.00 65.40 0.00
Sphingomonadales 340 1.90 4.00 0.10 0.40

Betaproteobacteria
Brukholderiales 210 1.20 210 0.10 0.10
Neisseriales 2.00 0.00 0.00 0.00 0.90

Gammaproteobacteria

Alteromonadales 240 0.00 0.40 0.00 0.00
Enterobacteriales 9.70 2.00 1.90 4.60 1.90
Legionellales 21.00 12.00 0.00 0.00 0.00

Pasteurellales 0.00 0.30 0.00 0.20 1.20
Pseudomonadales 26.50 17.60 0.00 21.20 33.80

Thiotrichales 0.30 22.30 86.50 0.00 0.00
Vibrionales 0.00 0.10 0.00 0.00 1.10
Xanthomonadales 140 0.60 3.50 0.00 0.00

Spirochaetae 0.00 0.00 0.00 0.00 0.40

Spirochaetes

Spirochaetales 0.00 0.00 0.00 0.00 0.40




Porcentaje enelmicrobioma

100.00%
Borrelia hermsii
Stenotrophomonas maltophilia
Vibrio alginolyticus-proteolyticus
Francisella tularensis
Candidatus Endoecteinascidia frumentis (64134)
m Pseudomonas fragi-psychrophila
W Pseudomonas fluorescens-fragi
m Acinetobacter Iwoffii
m Acinetobacter johnsonii
m Haemophilus parainfluenzae
m Coxiella endosymbiont
m Rahnella aquatilis
m Enterobacter cloacae
u Neisseria flavescens
Janthinobacterium agaricidamnosum
u Pelomonas saccharophila
u Delftia lacustris-tsuruhatensis
m Ralstonia insidiosa
W [ autropia mirabilis
m Sphingomonas parapaucimobilis
m Sphingobium yanoikuyae
m Midichloria massiliensis
m Rhizobium cellulosilyticum
W Hyphomicrobium vulgare
W Bradyrhizobium yuanmingense
u Brevundimonas naejangsanensis-vancanneytii
Leptotrichia shahii
Veillonella parvula
1 Anaerostipes hadrus
m Streptococcus sanguinis
m Streptococcus parasanguinis
m Weissella cibaria-confusa
m Leuconostoc gelidum-inhae
m Lactobacillus curvatus
m Staphylococcus epidermidis-hominis
| | m Staphylococcus chromogenes
N W Bacillus mojavensis-subtilis-tequilensis
— m Sphingobacterium siyangense
Flavobactenium frigidimaris-piscis-saccharophilum
u Prevotella melaninogenica
] m Bacteroides dorei
\‘ ‘ u Nocardiopsis dassonvillei
P m Propionibacterium acnes
o m Nocardioides alpinus
: W Rothia mucilaginosa
m Micrococcus aloeverae
- . m Microbacterium hydrocarbonoxydans
— . m Brevibactenium mcbrellnen-paucivorans
. m Mycobacterium abscessus-chelonae-immunogenum
- m Corynebacterium pseudodiphtheriticum
’ " & | Corynebacterium matruchotii
N 5 & Q,<§\ u Actinomyces naeslundii
: : » & u Actinomyces georgiae
’ = S m Otros
Especies de garrapatas

Figura 39. Principales especies bacterianas que conforman el microbioma de las especies de garrapatas
colectadas de venado
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Tabla 14. indices de Shannon de alfa diversidad por especie de garrapata, localidad y sexo.

indices de Shannon
Especie Localidad Sexo
N.L Tamps | Coah Chih Hembras | Machos
R. microplus | 2.717 2612 | 2.603 0.6997 | 1.577 2.554 2123
D. nitens 2.739 3086 | - 1.902 1.369 1.954 2.868
A.. 1.32
cajennense
A. 2.752
maculatum
0. megnini 0.7253

Tabla 15. Analisis SIMPER entre especies de garrapatas colectadas en venado. Se muestra las 5 familias con el mayor
porcentaje de contribucién

Taxon (Familia)
(%)

Contrib.

Contrib.
(%)

Taxon (Familia)

Taxon (Familia)

Contrib. (%)

Taxon (Familia) Contrib. (%)

R. microplus

A. maculatum

A. Cajennense

0. megnini

D.nitens

Avg dissimilarity: 49.89

Avg dissimilarity: 72.99

Avg dissimilarity: 56.66

Avg dissimilarity: 91.84

Francisellaceae 23.5 | Midichloriaceae 46.55 Francisellaceae 21.06 Thiotrichales (NA)* 49.02
Enterobacteriaceae 10.79 | Francisellaceae 15.87 Moraxellaceae 14.73 Francisellaceae 12.37
Coxiellaceae 9.615 | Coxiellaceae 8.541 Coxiellaceae 11.33 Moraxellaceae 8.966
Moraxellaceae 8.547 | Microbacteriaceae 4.555 Microbacteriaceae 6.043 Coxiellaceae 6.745
Microbacteriaceae 6.41 | Corynebacteriaceae 3.416 Corynebacteriaceae 4.91 Microbacteriaceae 3.598

Avg dissimilarity: 67.62

Avg dissimilarity: 52.45

Avg dissimilarity: 89.41

Midichloriaceae 50.5 Coxiellaceae 21.54 Thiotrichales (NA)* 50.61

é_ Coxiellaceae 16.22 Enterobacteriaceae 10.36 Moraxellaceae 13.9
§ Enterobacteriaceae 5.792 Corynebacteriaceae 9.641 Coxiellaceae 12.19
® Moraxellaceae 4.865 Moraxellaceae 7.795 Enterobacteriaceae 5717
Mycobacteriaceae 3.32 Staphylococcaceae 6.359 Mycobacteriaceae 2.293

Avg dissimilarity: 70.96 Avg dissimilarity: 92.86
Midichloriaceae 48.3 Thiotrichales (NA)* 47.52
§ Moraxellaceae 10.27 Midichloriaceae 35.64
g Corynebacteriaceae 7.386 Moraxellaceae 9.619
< Staphylococcaceae 6.056 Enterobacteriaceae 1.281

Streptococcaceae 4.579 Pseudomonadaceae 0.9537
Avg dissimilarity:90.36

g Thiotrichales (NA)* 50.26
g Moraxellaceae 18.18
% Corynebacteriaceae 5.677
< Staphylococcaceae 4438

Streptococcaceae 3.66

* Candidatus Endoecteinascidia frumentis (64134)

82




100.00%

90.00%

80.00%

70.00%

60.00%

50.00%

Porcentaje

40.00%

30.00%

20.00%

10.00%

0.00%

P
>

=

%
2

>l

B | N

o

=
e
—
c°%\\. _ o
&
Especies

.,,Q)
%

|

o

BN | | ND—

%9

u Stenotrophomonas maltophilia

m Vibrio alginolyticus-proteolyticus

W Francisella tularensis

W Pseudomonas fragi-psychrophila

W Pseudomonas fluorescens-fragi

m Acinetobacter Iwoffii

W Acinetobacter johnsonii

u Haemophilus parainfluenzae

u Coxiella endosymbiont
Rahnella aquatilis

m Enterobacter cloacae

u Neisseria flavescens

W Pelomonas saccharophila

u Delftia lacustris-tsuruhatensis

W Ralstonia insiciosa

W [autropia mirabilis

W Sphingomonas parapaucimobilis

m Sphingobium yanoikuyae

W Rhizobium cellulosilyticum

= Hyphomicrobium vulgare

W Bradyrhizobium yuanmingense
Brevundimonas naejangsanensis-vancanneytii
Leptotrichia shahii

u Veillonella parvula

m Anaerostipes hadrus

W Streptococcus sanguinis

m Streptococcus parasanguinis

m Weissella cibaria-confusa

m Leuconostoc gelidum-inhae

W Staphylococcus epidermidis-hominis

m Staphylococcus chromogenes

m Bacillus mojavensis-subtilis-tequilensis

m Sphingobacterium siyangense
Flavobacterium frigidimaris-piscis-saccharophilum

u Prevotella melaninogenica

 Bacteroides dorei

u Nocardiopsis dassonvillei

W Propionibacterium acnes

m Nocardioides alpinus

W Rothia mucilaginosa

® Micrococeus aloeverae

W Microbacterium hydrocarbonoxydans

m Brevibacterium mcbrellneri-paucivorans

m Mycobacterium abscessus-chelonae-immunogenum

u Corynebacterium pseudodiphtherticum

u Corynebacterium matruchotii

m Actinomyces naeslundii

m Actinomyces georgiae

m Ofros

Figura 40. Microbioma de R. microplus y D. nitens, de acuerdo con la localidad de colecta.
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Figura 41. Microbioma de machos y hembras de R. microplus y D. nitens colectados.
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6.6 Borrego cimarron

En este hospedero solo se recolectaron garrapatas de la especie D. hunteri, y se compardé la
composicion del microbioma entre hembras y machos; el indice de Shannon de a- diversidad por
sexo fue 1,15 y 0,022 respectivamente, pero no hubo diferencia significativa entre ellas (p = 0,76)
(intervalo de confianza y otros indices se muestran en la tabla 17). Se observo que los phyllum,
clases y los 6rdenes taxondmicos mds representativos en el microbioma en garrapatas hembra,
estan casi restringidos al phyllum Proteobacteria, clase Gammaproteobacteria y a el orden
Thiotrichales (100%, indice Chao 1 = 3); por su parte, el microbioma de los machos obtuvo una
mayor diversidad (indice Chao 1 = 13), y esté4 constituido principalmente por Proteobacteria, con
9 6rdenes, de los cuales, el principal son las Gammaproteobacteria (84,6%); a este phyllum le sigue
los Firmicutes (2,5%) y las Actinobacteria (0,6%), todos los datos se resumen en la tabla 18.

El microbioma en D. hunteri estd constituido principalmente por Thiotrichales,
especificamente por Francisella tularensis, 1a cual representod un 73.4% en machos y un 99.7% en
hembras. Otras especies con un porcentaje significativo en el microbioma de los machos fueron
Sphingobium yanoikuyae (5.3%), Weisella cibaria (2.2%), Rahnella aquaticus (3.0%),
Sphingomonas adhaesiva-ginsenosidimutans (2.7%), Janthinobacterium agaricidamnosum
(4.1%); y Vibrio alginolyticus-proteolyticus (5.1%). En el caso Vibrio parahaemolyticus, se
identific6 en ambos sexos y representd el 0,2% en hembras y 1,7% en machos (Fig 42). Las
secuencias sin procesar se enviaron al archivo de lectura del NCBI con el numero de acceso a la

base de datos SRA SRR11692020 (Bioproject PRINA630466 y BioSample SAMN14837982)

Tabla 16. indices de alfa diversidad (intervalos de confianza) para hembras y machos de D. hunteri.

Ticks Chao 1 index Simpson index. Shannon index
D.hunteri machos 13 (13-14) 0.45 (0.41-0.49) 1.15 (1.06-1.23)
D.hunteri hembras 3 (34) 0.0059 (0.0039-0.0139) 0.022 (0.016- 0.046)
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Tabla 17 Principales taxones identificados en el microbioma de D. hunteri.

Clasificacion
Actinobateria
Actinobacteria
Actinomycetales

Corynbacteriales

Firmicutes
Bacilli
Lactobacillales
Negativicutes

Selenomonadales

Proteobacteria
Alphaproteobacteria
Rhizobiales
Sphingomonadales
Betaproteobacteria
Brukholderiales
Gammaproteobacteria
Alteromonadales
Enterobacteriales
Thiotrichales

Vibrionales

Porcentaje (%)

Machos

0.6

0.6

0.2

0.4

25

22

22

0.3

0.3

96.9

8.2

0.1

8.1

41

4.1

84.6

0.8

3.7

733

6.8

Hembras

100

0.1

0.1

99.8

0.1
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100.00%

90.00%

80.00%

70.00%

60.00%

50.00%

Porcentaje

40.00%

30.00%

20.00%

10.00%

0.00%

Machos

D.nitens

Hembras

W Vibrio parahaemolyticus

W Vibrio alginolyticus-proteolyticus

B Francisella tularensis

m Rahnella aquatilis

W Escherichia coli

B Alishewanella aestuarii-agri

W Janthinobacterium

agaricidamnosum

W Sphingomonas adhaesiva-
ginsenosidimutans

W Sphingobium yanoikuyae

m Veillonella parvula
Weissella cibaria-confusa

W Corynebacterium bovis

M Actinomyces naeslundii

W Otros

Figura 42. Composicion del microbioma bacteriano de garrapatas D. hunteri machos y hembras
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8. DISCUSION

En venado cola blanca se colectaron garrapatas de la especie Rhipicephalus (Boophilus)
microplus, conocida como garrapata del ganado, en los estados de Nuevo Leon, Tamaulipas,
Coahuila y Chihuahua, mismos que presentaron una infestacion total de este ectoparasito del 29.47
%, del cual, el 87.14 % fueron hembras y 12.86 % machos, por lo que se observé una diferencia
significativa entre sexos (P < 0.000), y a pesar de que la prevalencia de este ectoparasito fue del 31
% en el norte de la republica, en otros estados como Yucatan, dicha prevalencia llega al 97 % en
Cervus elaphus (venado rojo), por lo que es un hospedero competente para esta especie, pues
ademés de alimentarse del hospedero, la garrapata completa su ciclo de desarrollo ninfal
(Rodriguez-Vivas et al., 2013) y al igual que el venado cola blanca, juega un papel importante
como hospedero alternativo de este vector y de algunas de estas enfermedades (Busch ez al., 2014);
durante su control, las garrapatas hembra junto con larvas se dispersan después del tratamiento,
hacia habitats favorables para su supervivencia a través de este hospedero, lo que facilita el
recrudecimiento de las infestaciones en el ganado y en los mismos ungulados (Wang et al., 2016).
Los estados muestreados en este estudio se dedican a la produccion ganadera, principalmente
Nuevo Ledn con 7.5 % y Sonora con 6 % de su economia (INEGI, 2015), por lo que a esta garrapata
se le considera de suma importancia para este sector, debido a las grandes pérdidas econdmicas
que produce a nivel mundial (Busch ef al., 2014) al ser vector bioldgico de patdogenos causantes
de babesiosis bovina (Babesia bovis, B. bigemina) y anaplasmosis (Anaplasma marginale) y
aunque el Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA) reconoci¢ al estado de Sonora
libre de garrapata Boophilus spp, en estados como Nuevo Leon y Tamaulipas siguen los esfuerzos
para su erradicacion (SENASICA, 2016; Wang et al., 2016), debido a el manejo del venado cola
blanca a través de diversos ranchos cinergéticos en el noreste de México, para poder percibir
mejores ingresos con la caza del venado, las pieles y la carne para consumo humano; sin embargo
los venados y el ganado en este tipo de ranchos, comparten las mismas areas de alimentacion
(pastura), bebida y traslados, y por lo tanto también enfermedades asociadas a garrapatas (Cantu-
Martinez et al., 2008; Medrano et al., 2012), aunque en el sur de Texas USA, existe un area de cuarentena
de erradicacion de garrapatas en el ganado, esto no se ha logrado, por movimientos ilegales y no regulados
del ganado y la vida silvestre en México (Busch et al., 2014). En lugares tropicales himedos de México, la

prevalencia de esta garrapata en borregos fue de 2.54 % (Coronel- Benedett et al., 2017), sin embargo

nosotros no localizamos a Boophilus en borrego cimarron.
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En Nuevo Leodn, se colectd D. nitens 14.3 % que no habia sido reportada para el venado cola
blanca en dicho estado, Guzman-Cornejo et al. (2016), la reportd6 para Tamaulipas, pero en
diferentes hospederos como el ganado, caballos, perros, mulas, ovejas (no silvestres). La
importancia de este ectoparasito es que las hembras de D. nitens transmiten Babesia caballi a su
progenie trasovaricamente, y todos sus estadios son competentes para esta enfermedad, ademas de
ser agente causal de piroplamosis en caballos (Schwint et al., 2008).

En Sonora, se presento la garrapata espinosa (O. megnini) en venado cola blanca 5.7 % y
borrego cimarréon 0.53 %, el estado adulto no es parasitico (Nava et al., 2009). A pesar de que de
que su distribucion se extiende desde el suroeste de Estados Unidos hasta el sur de México y
Suramérica, esta ninfa, no se les ha dado la misma importancia que a otras garrapatas ixodidas, O.
megnini, puede tener multiples ingestas sanguineas y depositar lotes de huevos, lo que contrasta
con la ovoposicion Unica de muchas garrapatas (Walker et al., 2014). Esta ninfa representa un
peligro tanto para el ambito veterinario como para el clinico, dado que presenta predileccion por el
canal auditivo, que puede resultar en una otoacariasis, con complicaciones de otitis externa, en el
90% de los casos existe dolor otico, sin embargo, algunos casos pueden pasar asintomaticos, lo
cual complica el grado de infestacion, entre otros sintomas pueden estar la pardlisis facial y/o
respiratoria; puede afectar a las personas con un alto contacto con animales de ganado, ya sean
vacas, mulas, cabras, conejos y borregos (Cakabay et al., 2016). Este ectoparasito puede causar
dafio en el hospedero como: severas irritaciones, pérdida de peso y se menciona que hasta puede
afectar el comportamiento de las crias (Niebuhr ef al., 2014); En general en los ungulados u otros
hospederos, cuando una garrapata ninfa se alimenta causa pérdida de sangre lo que predispone a la
atraccion de otros insectos causandoles estrés en los hospederos (Almada-Resende et al., 2012).
Ademas actian como vectores de rickettsias causantes de fiebre manchada y Coxiella burnetii
(fiebre Q) (Diyes y Rajakaruna, 2016). Esta misma localidad present6 la mayor intensidad 10.2 y
25.5 de abundancia de garrapatas en borrego cimarrdn, del total de garrapatas colectadas el 55%
pertenecen a D. hunteri y en machos tuvo mayor proporcion 41.6%. Dermacentor parumapertus
es otra especie que se encuentra comunmente en los desiertos de América del Norte, pero a
diferencia de D. hunteri también se ha encontrado fuera de las areas desérticas, lo que hace de este
ultimo un organismo unico, ya que las garrapatas ixodide adaptadas al desierto son raras y

restringidas principalmente al género Hyalomma en Africa del Norte y Medio Oriente (Furman y
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Loomis, 1984); ademas esta garrapata se ha observado casi exclusivamente en borrego cimarrdn,
lo cual concuerda con otros autores y se tiene como nuevo registro en Baja California en ovejas
salvajes (Crosbie et al., 1997; Guzman-Cornejo ef al., 2016);). En California USA, poblaciones de
este hospedero fueron seropositivas a Anaplasma spp (De la Fuente et al., 2006); inclusive se
considera como vector primario de Anaplasma ovis (Stiller et al., 1999; Yabsley et al., 2005) y
otras rikettsias, lo que sugiere la importancia de este ectoparasito en la epidemiologia de estas
enfermedades (Yabsley et al., 2005).

De acuerdo con la region corporal del hospedero, las garrapatas tuvieron cierta predileccion
para su alimentacion en venado y borrego cimarron, si solo se toma en cuenta el total de garrapatas
adultas, se observo que las garrapatas tuvieron mayor predileccion por las orejas 43.5 %, seguido
de la cabeza 21.7 %, cuello 15.09 %, escapula 11.7 % y patas 8.26 %. En ciervos Capreolus
capreolus, el 61 % de las garrapatas fueron colectadas en la cabeza (Vor et al., 2010; Warwick et
al.,2016), obtuvieron un 32.02 % de garrapatas en ganado en la combinacion con orejas y cabeza,
en ovejas los mismos autores relacionaron la predileccion alimenticia de las garrapatas con la
abundancia y fue altamente correlacionados, observaron la predileccion en cabeza que incluye las
orejas 48.08 %. La preferencia de estos ectoparasitos por la cabeza y las orejas sobre la posicion
del hospedero se puede entender por grosor de la piel que es relativamente delgada y ademas es
muy vascularizada en ambas regiones corporales (Bloemer et al., 1988; L Hostis et al., 1994).

En borrego cimarrén, no hubo diferencia significativa (X? = 0.75, gl = 8, P > 0.05) en la
distribucion espacial de las garrapatas, entre hembras y machos, las proporciones fueron muy
similares para cada region corporal. En las orejas 30.60 % seguidas del cuello 20.76 % y lomo
20.21 %. Los resultados fueron similares en un estudio de regiones tropicales de México, la
distribucion de las garrapatas de la familia Ixodidae, en la infestacion de las ovejas fue en cabeza
y cuello con un 26.50 % (Coronel- Benedett et al., 2017).

Se menciona que la densidad de garrapatas en los venados puede ser muy variable, y que esta
depende segun la época estacional en que se colecte y la edad de los ungulados (Vor ef al., 2010;
Kiftner, Lodige, Alings, Vor, y Riihe, 2011). Nosotros solo colectamos en época de caceria otofio-
invierno, y las garrapatas fueron adultas con excepcion de O. megnini, que solo su estado parasitico
es ninfal. En las garrapatas del género Ixodes y Dermacentor presentaron una preferencia hacia los
ungulados mas jovenes, debido al comportamiento o habitos del mismo, a su piel mas delgada y

vascularizada que en los adultos (Vor et al., 2010), En los vendados corzos se observo que las
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garrapatas adultas no tienen preferencia sobre el sexo del hospedero pero si por su masa corporal
(Kiffner et al., 2011).

Debido a lo anterior, una de las principales estrategias para la erradicacion de las garrapatas,
es tener el conocimiento por su especificidad sobre el hospedero como en este caso para venados
o de otras especies de ungulados, en el cual se podrian utilizar acaricidas, o dispersar ivermectinas
especificas segln el tipo de suelo o pastizal (Pound et al., 2010), ademas se debe tomar en cuenta
el ciclo de vida de las mismas, si las larvas o hembras estan recién alimentadas, ya que esto podria
variar la susceptibilidad al insecticida (Almada- Resende et al., 2012).

También se estandarizaron protocolos de qPCR para el diagnostico de patogenos trasmitidos
por garrapatas, como E. chaffeenis, R. rickettsi, A. phagocytophilum, B. bugdorferi, y B.microti, se
realiz6 la cuantificacion de los 5 patdogenos en las muestras de garrapatas colectadas de venado
cola blanca y borrego cimarrén, las cuales dieron por debajo de 1x107 Nc/mL (Negativas), sin
embargo estudios como el de Sosa-Gutiérrez et al. (2015) donde colectaron garrapatas de la
vegetacion y otros hospederos de distintos bosques y parques turisticos de la republica, muestran
una amplia distribucion de dichos patdgenos, por lo que sugieren la presencia de enfermedades
endémicas no reconocidas y que es necesario determinar qué asociaciones entre el vector y los
patogenos pueden dar lugar a la transmision del agente, o representar un ciclo zoonotico silencioso.
Asi mismo en la secuenciacion por illumina no se hallaron los patdégenos contemplados para el
diagnostico por qPCR, pero por secuenciacion illumina se observo en garrapatas del complejo
Amblyoma cajenennse la presencia de Borrerlia hermsii (0.4%) que es un patogeno de borreliosis
no Lyme responsable de causar fiebre recurrente transmitidas por garrapatas (TBRF) en humanos
y animales en el oeste de los Estados Unidos, y genes alternativos que se limitan a especies TBRF
como el de la proteina inmunogénica A de Borrelia (bipA) y glicerofosfodiéster fosfodiesterasa
(glpQ), podrian ser mas adecuados para su diagnéstico por PCR tiempo real (qQPCR) (Modarelli et
al.,2019)

Por otro lado, al comparar microbiomas de garrapatas colectadas de venado cola blanca se
observo que en predominan los phyllum Proteobacteria (71.12%), seguidas de Actinobacteria
(10.76%), Firmicutes (10.39%) y Bacteroidetes (2.40%). Se observé como especies bacterianas
predominantes a Acinetobacter johnsonii en R. microplus (15.9%), D. nitens (14.20%), Amblyoma

cajennense (30.0%), Ambyoma maculatum (15.6%), Clayton et al. (2015) explican la presencia
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del género Acinetobacter en las garrapatas es una disbiosis en el microbioma que resulta en una
mayor colonizacion de este microorganismo, y sugiere que el microbioma puede tener un papel en
la susceptibilidad a los contaminantes ambientales. Endosimbientes del género Coxiella se
observaron en las especies de R. microplus (21.0%) y D. nitens (12.0%), en esta Gltima también se
observo la especie Francisella tularensis (22.30%); esto es similar a lo observado por Narasimhan
y Fikrig (2015). En el caso del género Coxiella, se han encontrado muchas otras especies asociadas
con garrapatas y se consideran endosimbiontes, en Amblyomma, su presencia en las glandulas
salivales altera la transmision de Ehrlichia chaffeensis (Moutailler et al., 2016), la especie C.
burnetii se considera un patdégeno importante de vertebrados, y podria ser una excepcion dentro del
género. También se han descrito endosombiontes relacionados con Francisella que estan asociados
con Dermacentor spp., pero su potencial patdogeno aun se investiga (Vayssier-Taussat et al., 2015).
Dentro de las garrapatas del género Amblyomma, en las del complejo A. maculatum se observo una
gran cantidad de endosimbiontes de la especie Midichloria massilensis (65.40%) mno se
identificaron patdgenos, mientras que las garrapatas del complejo A. cajennense, no se observo
presencia de estos endosimbiontes, y en esta especie se logré identificar a Borrerlia hermsii (0.4%);
Gofton et al. (2015) sefialan que la abundancia de endosimbiontes como Candidatus Midichloria
mitochondrii, limitan la eficacia NGS en artropodos al enmascarar las bacterias menos abundantes,
incluidos patdgenos.

En el presente estudio también se observd que el microbioma en la mayoria de las hembras
es menos diverso que en los machos, lo que significaria que la diversidad del microbioma se ve
afectada por el sexo, en R. microplus se observo A johnsonii (18.55%) y Coxiella endosimbionte
(24.5%) solo en hembras; en D.nitens, estos mismos microorganismos se encontraron ambos sexos,
con mayor porcentaje en hembras (20.63%), que en machos (7.83%), lo mismo para Francisella
tularensis (hembras 43.2%, machos 1.33%). Esto se explica posiblemente debido a una mayor
carga relativa de géneros como Francisella o Coxiella, podria tener un papel similar al reportado
para Rickettsia (Ponnusamy et al., 2014; Thapa et al., 2019; Treuren et al., 2015), estas bacterias
son heredadas verticalmente (Travanty et al., 2019), por transmision transovarica (TOT) y su
eficiencia puede estar relacionada con el grado de infeccion dentro de la garrapata, ya que las
garrapatas "infectadas masivamente" dan lugar universalmente a una descendencia infectada e

"infecciones leves" "que dan lugar a tasas variables de TOT (Telford III, 2009), lo cual es una
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adaptacion ventajosa para los microorganismos que utilizan este tipo de transmision (Ponnusamy
etal.,2014).

En borrego cimarron se colectaron inicamente garrapatas Dermacentor hunteri'y este estudio
reportd su microbioma, a través de secuenciacion de Ultima generacion por primera vez, los
resultados complementan el conocimiento del microbioma descrito para otras especies de
Dermacentor, es decir, D. andersoni, D. variabilis, D. occidentalis, etc. (Greay et al., 2018), al
igual que en venado cola blanca se observo que la diversidad del microbioma se ve afectada por el
sexo, y las garrapatas hembra tienen una diversidad menor, pero no fue significativa (p = 0.76);
otros estudios, que reportan 73% de prevalencia en machos y 100% en hembras garrapatas Ixodes
scapularis recolectados en Texas (Thapa et al., 2019).

En cuanto a las especies bacterianas, se observd una dominancia notable del filo
Proteobacteria, con una prevalencia del 96,9% en machos y del 100% en hembras, dentro de este
filo, se encontr6 que F. tularensis representa hasta el 99,7% de la diversidad del microbioma de D.
hunteri; y aunque no hay estudios sobre esta asociacion especifica, la relacion entre el género
Dermacentor 'y Fransicella estd bien documentada por Reif et al. (2018) quienes observaron que
F. novicida tiene una mayor capacidad para ingresar y replicarse a niveles mas altos en las células
de D. andersoni. Por su parte, la asociacion entre F. tularensis y D. variabilis sugiere que esta
bacteria beneficia al vector adulto al disminuir su punto de congelacion, lo que mejora su capacidad
de hibernacion (El Nabbout et al., 2018), aunque se ha reportado que esta misma asociacion
disminuye la supervivencia en ninfas (Reese et al., 2010) ya que curiosamente estos efectos
negativos no se observaron en garrapatas adultas; Asimismo, el hallazgo continuo de vectores
infectados en campo sugiere que, aunque F. tularensis afecta negativamente al estado fisico de las
garrapatas, existe un efecto compensatorio no identificado que mantiene la relacion enzodtica
vector-patdgeno (Telford y Goethert, 2019).

Otras secuencias metagenOmicas bacterianas reportadas en nuestros resultados fueron
Sphingomonas, asociada con fuentes ambientales, se caracteriza por producir gomas en
biopeliculas y xenobidticos complejos biodegradables (Benson et al., 2004), Sphingomonas
también estuvo presente en I. scapularis ovatus persulcatus, H. longicornis 'y H. flava, cominmente
aisladas del suelo (Herndndez-Jarguin et al., 2018), y de D. niveus ovatus (Zhuang et al., 2014).
Janthinobacterium agaricidamnosum identificado en garrapatas macho, también es un conocido

agente causante de la enfermedad de la pudricion blanda en Agaricus bisporus, el hongo cultivado
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(Lincoln et al., 1999), también se habia informado en Ixodes ricinus (Petersen et al., 2019). Se sabe
que el género Vibrio exhibe endosimbiodticos en Amblyomma variegatum e Ixodes ricinus dentro
del grupo de géneros de bacterias / arqueas mas prevalentes con 1.8% (Nakao ef al., 2013), y

reportamos Vibrio parahaemolyticus con una prevalencia de 1.6%.
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9. CONCLUSION

Se logré estandarizar protocolos para el diagndstico mediante qPCR de patogenos trasmitidos
por garrapatas, como E. chaffeenis, R. rickettsi, A. phagocytophilum, B. bugdorferi, y B.microti; y
se realiz6 la cuantificacion de los 5 patdogenos en las muestras de garrapatas colectadas de venado
cola blanca y borrego cimarrén, las cuales dieron < 0.0016ng/ml, es decir por debajo de 1x10’
Nc/mL.

Asi mismo, se realiz6 la secuenciacion de la region de DNA que codifica para 16s ribosomal,
para la caracterizacion del microbioma de las garrapatas colectadas; en ambos hospederos el
phyllum predominante fue el de Proteobacterias, y las hembras de R. micloplus presentaron una
mayor diversidad que los machos, mientras que en D. nitens y D. hunteri ocurri6 lo contrario. Es
importante la identificacion de Francisella tularemsis, su garrapata hospedera, y quizas su
reservorio silvestre, y este estudio ha proporcionado la primera descripcion general de la microbiota
asociada con D. hunteri recolectada de borrego cimarrdn, lo que sugiri6 una estrecha relacion entre
esta bacteria y su vector; aunque en México no se han reportado nuevos casos de esta enfermedad.
en los ultimos afios, existen pocos estudios relacionados con la presencia de tularemia en
hospedadores y vectores vertebrados, pero se necesita mas investigacion en el pais para evaluar la
presencia de ciclos zoondticos, ya que D. hunteri podria ser capaz de transmitir tularemia en el area
estudiada y poner en peligro la salud de la poblacién local.

Para el género Amblyomma se observd colonizacion de Acinetobacter,y la presencia de
Borrerlia hermsii (0.4%) en garrapatas del complejo A.cajennense. Sin embargo, son necesarios
mas estudios sobre las interacciones entre bacterias endosimbidticas y patdgenas, ya que son una
fuente importante para entender las enfermedades zoondticas establecidas y emergentes, esto
revelard nuevos conocimientos y modelos para controlar las enfermedades transmitidas por

garrapatas, y permitira la evaluacion de riesgos a la salud humana.
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10.PERSPECTIVAS

De acuerdo con los resultados de este estudio se recomienda seguir con estudios de vigilancia
epidemiologica enfermedades trasmitidas por garrapatas en la poblacion para conocer el riesgo de
esta enfermedad en la poblacion humana.

Por su papel como reservorios de garrapatas es posible continuar el muestreo de estas en
fauna silvestre como lo son pequefios mamiferos como liebres, conejos, ratas de campo o ratones,
lo que su vez permitira la obtencion de estadios ninfales y larvales de las especies reportadas o la
identificacion de otras especies de garrapatas que no estan presentes en ungulados; y con la colecta
de especies que no estan sujetas a proteccion y temporada de caza, es posible también observar la
distribucion de las especies de garrapatas durante distintas temporadas del afio; todo lo anterior
conlleva a cambios en el microbioma de las garrapatas que pueden estudiarse al compararse entre
estadios o a través del afo.

En este trabajo se estudié el microbioma presente en el tracto digestivo de las garrapatas,
pero es posible también realizar el estudio del microbioma de glandulas salivales y ovarios, lo que
pudiera permitir el conocimiento del papel de estos en la trasmision de patdogenos.

En el pais no existen estudios de laboratorio que manipulen el microbioma de las garrapatas con el
fin de establecer su funcion en la trasmision de patégenos especificos, al comparar el microbioma

silvestre y el microbioma al que se le provoco disbiosis en el laboratorio.
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