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RESUMEN
Introduccion: En el estado de Yucatan, la rickettsiosis del tipo Fiebre Manchada de las
Montafias Rocosas es responsables de un gran niumero de cuadros febriles agudos, la cual
es una infeccion producida por bacterias de género Rickettsia, siendo transmitidas por
especies de garrapatas principalmente de la familia Ixodidae. Durante el afio 2014, se
identificaron 9 casos de rickettsiosis en la comisaria de Komchén, Yucatdn, no
identificdandose la especie de Rickettsia infectante ni su vector transmisor. Objetivo:
Identificar molecularmente, las especies de garrapatas (Ixodidae) como vectores de
Rickettsia sp., en la comisaria de Komchén, Yucatdn, México. Material y Métodos: la
comisaria de Komchén se encuentra localizado a 15 kildmetros al norte de la ciudad de
Mérida (21206713 y 89239°45"), capital del estado de Yucatan. Se realizéd una colecta de
ectoparasitos en animales de convivencia en viviendas del sitio de estudio. Los ectoparasitos
colectados fueron caracterizados taxondmicamente en base a guias taxondmicas
actualizadas. La presencia de ADN rickettsial en las muestras colectadas se realiz6 mediante
la técnica de la Reaccion en Cadena de la Polimerasa de Punto Final y andlisis de los
polimorfismos por longitud en fragmentos de restriccién realizado a los fragmentos de ADN
obtenidos de los genes gltA (381pb) asi como se empled la amplificacién de un fragmento
del gen ARN 16s (426pb), ambos genes son comunes para todas las especies de Rickettsia.
Resultados: Se identificéd la presencia de bacterias del género Rickettsia especificamente de
la especie Rickettsia rickettsii en garrapatas de la especie Amblyomma .Discusién: Debido a
la alta presencia en el Estado de Yucatdn de garrapatas de la familia Ixodidae como lo es
Ablyomma es importante implementar acciones de control y prevencion de vectores
enfocadas en garrapatas y/o pulgas como transmisores de enfermedades como rickettsiosis
e inclusive enfermedad de lyme o borreliosis.
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SUMMARY
Introduction: In the Yucatan State, Rocky Mointain Spotted Fever is responsible for a large
number of acute febrile illness, which is an infection caused by bacteria of Rickettsia,
species, transmitted mainly from the Ixodidae family. During 2014, 9 cases of rickettsial
diseases were identified in Komchén municipality in Yucatan State, not identifying the
Rickettsia species responsable or vector. Objective: To identify by molecular biology
methods, tick species (Ixodidae) as vectors of Rickettsia species, at Komchén municipality,
Yucatan State, Mexico. Material and Methods: Komchén munipality is located 15 kilometers
north of the city of Merida (21206'13" and 89239'45"), the capital of Yucatan State. A
collection of ectoparasites was collected from animals living in homes at the study site. The
collected ectoparasites were characterized taxonomically based on updated taxonomic
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guides. The presence of rickettsial DNA in the collected samples was performed by the
technique of polymerase chain reaction Endpoint and analysis of polymorphisms length
restriction fragment carried the DNA fragments obtained from the gltA genes (381pb) and
the amplification of a fragment of the 16S RNA gene (426pb) was used, both genes are
common to all Rickettsia species. Results: The presence of Rickettsia species specifically
Rickettsia rickettsii in ticks frmo the Amblyomma species. Discusidon: Due to the high
presence in Yucatan State of ticks from Ixodidae family as it is Ablyomma species is
important to implement actions prevention and control of vectors focused on ticks and / or
fleas as transmitters of diseases such as rickettsial and even lyme disease or borreliosis
Key words: Rickettsia, rickettsioses, Rocky Mountain spotted fever.
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Introduccioén.

Las garrapatas son ectopardsitos hematéfagos
obligados durante todos los estadios de su ciclo vital,
que, como consecuencia de sus habitos hematdéfagos,
estan implicadas en el mantenimiento y la transmisién
de microorganismos patogenos, tales como las
bacterias del género Rickettsia, las cuales pueden
causar cuadros febriles agudos en la poblacion
humana, que pueden ser fatales si no son tratados
oportuna y adecuadamente(1).

En el estado de Yucatdn se han reportado varias
especies de garrapatas de la familia Ixodidae, las
cuales son consideradas vectores en la transmisidn de
enfermedades leves a severas, del tipo febril(2).

Una de estas enfermedades es la rickettsiosis del tipo
FMMR, que se caracteriza por ser una zoonosis,
ocasionada por la bacteria Rickettsia rickettsii
transmitida por garrapatas de la familia Ixodidae (3).
En el estado de Yucatan, los estudios enfocados a
determinar la distribucidon geografica de las distintas
especies de Rickettsia presentes asi como su ciclo
bioldgico aun se encuentra en estudio. Estudios
recientes han demostrado la presencia de Rickettsia
rickettsii, Rickettsia typhi, Rickettsia felis y Rickettsia
akari causando afectaciones en humanos (4-7). Sin
embargo, estos estudios se han realizado en
poblaciones abiertas.

El presente trabajo tiene como objetivo identificar las
especies ectoparasitas que habitan en la comisaria de
Komchén, Yucatan, la cual es una zona elegida por la

Fecha de Aceptacién: 16 de agosto de 2016

reciente presencia de casos confirmados de
rickettsiosis. De la cual se desconoce el vector
transmisor de la bacteria en la poblacion y asi
complementar el conocimiento epidemiolégico de la
rickettsiosis en Yucatdn cuya afectacidn es
frecuentemente subdiagnosticada.

Material y Métodos

Area de estudio: Se realizé un muestro en la comisaria
de Komchén, Yucatan, la cual se encuentra localizada
a 9 metros sobre el nivel del mar con una posicién
geo-referenciada con una latitud 21206°13"N, vy
longitud 89239°45"W. La comisaria de Komchén,
cuenta con una poblacion de 4,259 habitantes (2010)
en su mayoria dedicados a actividades agricolas y
ganaderas. Esta cuenta con un clima calido
subhimedo con una media anual de 26 ° C, una
maxima de 40° C y una minima de 14° C, una
precipitaciéon anual promedio de 740 mm, y posee
una vegetacion clasificada como Selva con agricultura
noémada. La localidad de estudio presentd en el afio
2014, 9 casos de rickettsiosis en la poblacién humana,
no identificdndose la especie de Rickettsia infectante
ni su vector transmisor.

Obtencién de ectoparasitos: Se realizé un muestreo
por conveniencia en la poblacion de

animales domésticos de la comisaria de Komchén,
Yucatdn durante el periodo comprendido de
septiembre de 2015 a febrero de 2016, para lo cual,
se inspeccionaron manualmente piel y pelo, previa
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Tabla 1. Oligonucledtidos empleados y sus condiciones para su amplificacion por PCR.

Gen Secuencia oligonucledtidos (5 — 3’) Condiciones PCR
ARN 165 fD1: AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 1 ciclo 95°C 2 min
(426pb)  Rc165.452n: AACGTCATTATCTTCCTTGC 30 ciclos 95°C 20seg
59°C 30seg
72°C 45seg
1 ciclo 72°C Smin
gltA RpCS.877p: GGGGGCCTGCTCACGGCGG 1 ciclo 95°C Imin
(381pb)  Rp(CS.1258n: ATTGCAAAAAGTACAGTGAACA 35 ciclos 95°C 20seg
49°C 30seg
60°C 2min
1 ciclo 60°C 7min

autorizacién por parte de los duefios de los animales:
perros, gatos, vacas e inclusive caballos a fin de
encontrar ectopardasitos como pulgas y/o garrapatas.
Las muestras fueron almacenadas en tubos de 1.5mL
conteniendo alcohol etilico al 70% y transportadas al
laboratorio de Enfermedades Infecciosas vy
Parasitarias | de la Facultad de Medicina de la
Univeridad Auténoma de Yucatan para su posterior
anadlisis taxonémico y molecular. Las viviendas se
visitaron hasta en 3 ocasiones a fin de obtener el
mayor numero de ectoparasitos posibles.

Clasificacién taxondmica: Debido a que en el estudio
solo se colectaron especies de garrapatas, se
emplearon claves taxondmicas de identificacién de
garrapatas de la familia Ixodidae (8, 9).

Purificacién de ADN: La extraccién y purificacion de
ADN a las muestras obtenidas fue realizada mediante
el kit de purificacion de ADN: ZR Tissue & Insect DNA
MiniPrep (Zymo Research). Previo a la extraccidon de
ADN, las muestras fueron lavadas agregando 500 plL
de agua estéril y agitando vigorosamente en dos
ocasiones. Posteriormente las muestras fueron
cortadas en tamafios pequenos mediante tijeras.
Identificacion y deteccion de especies de Rickettsia: La
identificacion de ADN rickettsial en las muestras
analizadas se realizd por medio de la técnica de la
reaccion en cadena de la polimerasa de punto final
(PCR) amplificando un fragmento de 426 pb del gen
ARN 16s comun para todas las especies de Rickettsia.
Las muestras positivas a esta prueba seran sometidas
posteriormente a una segunda PCR para amplificar un
fragmento de 380 pb del gen gltA comun para todas
las especies y que permite la deteccién de la especie
rickettsial presente.

Los oligonucleétidos cebadores empleados para la
amplificacion del fragmento de 426 pb del gen ARN
16s asi como para el gen g/tA se presentan en el
cuadro 1 (10). En todas las pruebas de PCR realizadas,
se adicionaron controles positivos y controles
negativos para validar la prueba. El control negativo
estaba conformado por agua estéril como muestra y
el control positivo estaba conformado por una
muestra de ADN de Rickettsia africae como muestra.

Los productos de PCR del gen gltA fueron purificados
mediante el kit de purificacion de productos de PCR:
Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit (Zymo Research).

Los productos purificados fueron sometidos al analisis
de polimorfismos por longitud en fragmentos de
restriccion (RFLP) (11)adicionando la enzima de
restriccion Alul (Invitrogen), incubando durante 1
hora a 37°C. posteriormente, los productos de la
digestion fueron resueltos por electroforesis en gel de
acrilamida al 12%, tenidos en bromuro de etidio y

visualizados en un fotodocumentador en luz
ultravioleta.
Resultados
Se colectaron un total de 139 ectoparasitos

provenientes de 32 perros con duefio inspeccionados.
No se encontraron ectopardsitos en gatos, caballos y
borregos inspeccionados. Unicamente se obtuvieron
ectoparasitos de la familia Ixodidae, es decir,
garrapatas. No se colectaron especies pertenecientes
a la familia Pulicidae. Se obtuvieron 82 garrapatas de
la especie Rhipicephalus sanguineus. Una garrapata
de la especie Amblyomma mixtum y 56 garrapatas de
la especie Amblyomma parvum. Respecto a la
presencia de bacterias del género Rickettsia, se
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identificd su presencia en 49 y 25 garrapatas de la
especie R. sanguineus y Amblyomma parvum
respectivamente. Los resultados a detalle se
presentan en el cuadro 2.

Producto del analisis por RFLP, se identificd un patrén
de restriccion correspondiente a Rickettsia rickettsii
en todas las muestras positivas, figura 1.

Conclusiones

La importancia de la rickettsiosis en la actualidad
radica en su aparente re-emergencia de la
enfermedad a finales del siglo XX (12) ya que desde
mediados de los afios cuarenta, cuando el Doctor
mexicano Francisco Ruiz Sdnchez aporto el
conocimiento acerca del tratamiento del tifo
exantémico, para lo cual se consider6 a la
rickettsiosis como una enfermedad erradicada en
México (13). Actualmente, su presencia en México
se ha reportado inicialmente en VYucatdn vy
posteriormente estados como Baja California,
Veracruz, Michoacdn y recientemente Quintana
Roo (13-16).

Los estudios enfocados a la rickettsiosis en Yucatan
han presentado informaciéon acerca del tipo de
especie de Rickettsia presente y los agentes
transmisores de la bacteria, siendo estos estudios
realizados en poblaciones abiertas con presencia
de ectopardsitos, donde inclusive, no se han
reportado casos de rickettsiosis en humanos. El
estudio se realizdé en una comisaria donde
previamente se han reportado casos de
rickettsiosis humana con ausencia de informacion
de la especie rickettsial infectante, la cual
proporcionaria informacién sugestiva acerca del
agente transmisor de la bacteria para general
acciones de control vectorial especificas para el
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ectoparasito responsable. El estudio permitié
identificar que Rickettsia rickettsii es
potencialmente el agente causal de los cuadros
clinicos de rickettsiosis previamente reportados,
donde los cuales, gracias al diagndstico oportuno
de la enfermedad se logré dar un tratamiento
adecuado sin consecuencias fatales en los
pacientes. Sin embargo, la alta presencia de
bacterias del género Rickettsia en la poblacién
ectoparasita estudiada, refleja la importancia de la
generacion de acciones de control y prevencion de
vectores principalmente garrapatas, donde no se
puede excluir las pulgas que son también vectores
de Rickettsia, aun cuando en el estudio no se
colectaron especies de pulgas, esto no quiere decir
que la comisaria de Komchén se encuentra libre de
especies de pulgas, la posterior evaluacion de la
ausencia de pulgas o el comportamiento
posiblemente estacional de las pulgas es un area de
estudio bioldgico.

Este estudio permitié realizar un abordaje inicial
del comportamiento de Rickettsia rickettsii en la
poblacién de Komchén, Yucatdn, donde Ia
problemdtica de la rickettsiosis deberd ser
abordado con acciones interdiciplinarias.

No es posible afirmar que la especie causante de
los cuadros clinicos de rickettsiosis fue Rickettsia
rickettsii pero si se puede confirmar su presencia y
posible afectacién a la poblacién humana.

La deteccion de Amblyomma parvum habitando en
la poblacién de estudio potencializa la importancia
de generar acciones de control debido a que esta
especie de garrapata puede parasitar humanos,
contrario a Rhipicephalus sanguineus cuyo
parasitsmo en humanos es accidental.

Tabla 2. Resultados obtenidos en las colectas y analisis molecular de Rickettsia.

Especie de Total muestras Total muestras Especie de

garrapata colectadas positivas Rickettsia

R. sanguineus 82 49 Rickettsia rickettsii

A. mixtum 1 0 -

A. parvum 56 25 Rickettsia rickettsii
Total 139 74
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