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RESUMEN

Estimacion de la prevalencia para riquetsiosis (R. rickettsii) y su
asociacion con factores de riesgo en perros de Mexicali, Baja California

Se analizaron un total de 1,536 muestras sanguineas de perros,
distribuidas en dos periodos, el primero fue durante el 2005 y 2006 y el
segundo en el 2009, para la deteccién de titulos de anticuerpos IgG contra R.
rickettsii utilizando el método de ELISA. La seroprevalencia general ajustada
para riquetsiosis fue de 73.6% (95% IC 67.9-72.6). En el primer periodo se
observoé una seroprevalencia del 77% (95% IC 73.8-80.1) y en el segundo
periodo del 66.6% (95% IC 60.0-67.1). Se evaluaron 25 factores asociados (P
<0.05) a la enfermedad, los cuales fueron obtenidos mediante OR, éstos se
dividieron en: los relacionados con el perro, con el medio ambiente y con la
sociedad. Los perros que se desplazan a la calle mostraron 1.7 mayor riesgo de
presentar la enfermedad, el no cumplir con un programa preventivo contra las
garrapatas tiene 2.3 mayor riesgo, la edad resultd significativamente asociado
ya que los perros mayores a 1 afio tuvieron mayor riesgo, los valores oscilaron
de 5.6 a 10.9, los machos tuvieron de 1.6 a 2.1 mayor riesgo que las hembras y
los de talla mediana a grande tuvieron de 1.8 al 3.8 mayor riesgo que los de
talla chica. Estos resultados sugieren que riquetsiosis puede ser endémica en

esta region.

Palabras claves: Rickettsia ricketsii-Fiebre de las Montanas Rocallosas-

Seroprevalencia-ELISA-Factores de riesgo.



ABSTRACT

Estimated prevalence and the associate risk factors for rickettisia
infection (R. rickettsii) in dogs in Mexicali, Baja California

This study evaluated 1,536 serum of dogs. The samples were distributed
in two periods: the first one in 2005-2006 and the second one in 2009. These
samples were tested for the seroreactivity against IgG titles for R. rickettsii using
ELISA assay. The seroprevalence in the first period was 77.4% (95% IC 69.3-
78.5%) and in the second period was 66.6% (95% IC 60.0-67.1). 25 risk factors
associated (P<0.05) to the infection were evaluated, they were obtained by OR
and were divided in: canine ecology, social and environmental factors. The risk
factors associated to rickettsia infection were roaming of the dogs, not having a
tick preventive program, age, size and sex. This results suggest that Rocky

Mountain Spotted Fever may be endemic in this region.

Key words: Rickettsia ricketsii-Rocky mountain spotted fever-Seroprevalence-

ELISA-Risk factors.
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INTRODUCCION

La fiebre manchada de las montafias rocallosas es una enfermedad
infecciosa causada por la bacteria Rickettsia rickettsii. En estudios realizados a
nivel mundial la prevalencia de riquetsiosis ocasionada por R. rickettsii en
perros puede ser de hasta el 70% y debido a que es considerada una
enfermedad zoondtica, en humanos se han encontrado valores que alcanzan el
40%, inclusive en pacientes no tratados la mortalidad puede observarse en un

30%.

La presentacidn clinica de esta enfermedad es poco especifica lo que
puede llevar a la confusion en el diagndstico diferencial con otras infecciones
analogas como, dengue, leptospirosis, influenza, fiebre tifoidea, entre otras, en
areas endémicas del pais. Los sintomas y signos son variados y dependen del
organo axial afectado, como de la liberacion de citoquinas en el torrente

sanguineo (Anaya et al., 2007).

El reto del clinico es el de realizar un diagndstico preciso y rapido a
través de pruebas diagndsticas. Estas son empleadas para la deteccion de las
Rickettsia sp las cuales a la vez son utilizadas para la confirmacion de la
enfermedad. Entre las pruebas que se utilizan estan las pruebas serolégicas,
técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y el cultivo de la

Rickettsia sp.



Esta enfermedad es considerada como emergente y no ha sido
erradicada en ningun lugar del mundo ya que persisten focos endémicos y
epidémicos, los cuales estan relacionados con la distribucidon geografica de los
hospedadores y vectores. Es importante determinar los factores de riesgo
asociados a la enfermedad, los cuales se pueden dividir en los relacionados con
las mascotas, el medio ambiente y la sociedad, esto nos permitira desarrollar
acciones concretas como control de plagas, mejora de la vivienda, tomar
medidas higiénicas, disminuir el movimiento de las mascotas fuera de la
vivienda y de la ciudad asi como realizar visitas periédicas al médico

veterinario, las cuales ayudaran a disminuir la transmisién de la enfermedad.

Por lo anterior, el objetivo del presente trabajo, es estimar la
prevalencia para riquetsiosis (R. rickettsii) y su asociacion con factores de

riesgo en perros de Mexicali, Baja California.



Revision de Literatura

Antecedentes

La fiebre manchada de las montafias rocallosas (FMMR) es una
enfermedad infecciosa causada por la bacteria Rickettsia rickettsii. El primer
estudio data de finales del siglo XVIII donde se reporté una enfermedad febril
con alto indice de mortalidad en los colonizadores del Bitterroot Valley al oeste
de Montana, Estados Unidos de Norteamérica (EUA). Howard Taylor Ricketts
confirmdé que esta enfermedad era transmitida por una bacteria, razén por la

cual recibié su nombre (Karpathy et al., 2007).

Los principales vectores de FMMR son Dermacentor andersoni
(garrapata del bosque), la cual se localiza en las Montafias Rocallosas,
Dermacentor variabilis (garrapata americana), al Este de las grandes planicies,
en la costa Atlantica y en la costa oeste, Rhipicephalus sanguineus (garrapata
café del perro), localizada en México y Amblyomma americanum (estrella
americana solitaria), en Centro y Sudamérica. (Rodgers et al., 1989; Walker,

1989).

Etiologia

Las bacterias del orden Rickettsiales, familia Rickettsiaceae y género
Rickettsia son organismos bacterianos que son parasitos intracelulares
obligados. Son cortos, de forma cocobacilar, gram negativos de 0.8 a 2.0 ym de

diametro, aerobicos y se dividen por fision binaria (Yu et al., 2005).



El género Rickettsia esta clasificado en base a la presencia de proteinas
de superficie inmunodominantes ompA y ompB (proteinas externas de
membrana A y B) permitiendo la diferenciacion en dos grupos: el grupo de
fiebre manchada el cual incluye R. rickettsii, R. conorii, R. mongolotimonae, R.
slovaca, R. akari, R. japonica, R. sibirica, R. africae, R. helvetica, R. australis, y
R. honei vy el grupo tifus que incluye R. prowazekii, R. typhi, R. belli, R.

canadensis y R. felis (Yu et al., 2005, Anaya et al 2007).

Transmision

Las garrapatas pueden adquirir Rickettsia sp por transmision
transovarica. Debido a que las garrapatas de la familia Ixodidae solamente se
alimentan una vez en cada etapa de vida, las riquetsias adquiridas durante la
alimentacion con sangre de un hospedador riquetsémico o por medio de la ruta
transovarica pueden ser transmitidas a otro hospedador siempre y cuando la
garrapata haya mudado a su siguiente estado larvario e inicie su alimentacion.
Cuando la Rickettsia sp es transmitida eficientemente tanto transestadial (paso
secuencial de parasitos adquiridos durante una etapa de vida o estadio, durante
la muda a la préxima etapa o estadio) como transovaricamente, la garrapata va
a servir como reservorio de la bacteria y la distribucion de la riquetsiosis va a

ser similar a la de su hospedador (Parola et al., 2005).

Después de la fagocitosis y la internalizacién, la vacuola fagocitica es
lisada rapidamente escapando asi de la digestion fagocitica para poder
multiplicarse en el citoplasma celular y nucleo del hospedador de las células

endoteliales (Parola et al., 2005). Heinzen et al., (1993) demostraron que las



Rickettsia sp inducen una polimerizacion de la actina y sugieren que ésta juega
un papel importante en la movilidad intracelular de diseminacion de célula a

célula.

Patogenia

La bacteria R. rickettsii entra al cuerpo a través de la mordedura de una
garrapata infectada. Las riquetsias se diseminan via el sistema circulatorio e
invaden y se replican en las células endoteliales de las pequefias arterias y las
vénulas. Debido al dafio ocasionado a las células endoteliales se inicia una
vasculitis con la activacion plaquetaria y activacion del sistema hemostatico
acompanado por una disminucion en los niveles plasmaticos de antitrombina Il
y plasminégeno y un incremento en los productos de degradacion del

fibrindgeno vy fibrina (Greene et al., 1998).

La pérdida de liquidos y electrélitos del compartimento vascular a los
espacios extravasculares ocasiona un edema y colapso vascular. La necrosis
vascular permite la extravasacion de sangre lo que conlleva al eritema

caracteristico en la piel y a las hemorragias petequiales (Swango et al., 1989).

R. rickettsii provoca una enfermedad sistémica de moderada a severa en
sus hospedadores, causando lesiones irreversibles y letales al endotelio de la
dermis, pulmones, corazdn, rifiones, tracto gastrointestinal, cerebro y musculo

esquelético (Masters et al., 2003).



Factores de riesgo

Los factores de riesgo asociados para la transmision de la enfermedad
son: la preferencia al hospedador en los diferentes estadios de las garrapatas,
el grado de contacto entre el hospedador y la garrapata, susceptibilidad de
hospedadores preferidos por la bacteria, condiciones ambientales y la

inmunidad del hospedador (Parola et al., 2001).

Mas del 90% de los pacientes con FMMR se infectan durante los meses
de abril a septiembre, por un incremento en el numero de adultos y ninfas de las
garrapatas, por lo que se considera de tipo estacional. Las personas que se
encuentran en mayor riesgo son los del sexo masculino y los nifios; esto es
debido a la exposicion frecuente con los perros y aquellos que viven en areas

boscosas o con abundante pasto (Walker, 1989, Masters et al., 2003).

Se realizd un estudio en Argentina donde se asociaron los siguientes
factores con la parasitosis de humanos con garrapatas; infestacion de
garrapatas en humanos en los ultimos 12 meses (variable dependiente) y ano,
ciudad, estrato socioecondmico y numero de perros en los hogares (variables
independientes). El 6.6% de los individuos manifestaron haber estado alguna
vez infestados con garrapatas; donde se observdé un mayor nivel de infestacion
en humanos en relacién inversa con el nivel socioeconémico del barrio. No se
observaron asociaciones significativas entre la presencia de perros y la

infestacion en humanos (Gervasoni et al., 2003).



Comer et al (2001) detecté una prevalencia del 7.7%. Dicho estudio se
llevo a cabo bajo las siguientes condiciones, se muestrearon 311 perros de
diferentes municipios de la ciudad de Nueva York, EEUU., donde se les
proporcion6 a los propietarios un cuestionario que comprendian preguntas
acerca de la edad y origen del perro, como también si el perro tiene acceso al
parque, si habia viajado fuera del area de Nueva York, utiliza repelente contra
garrapatas, historia de garrapatas y seropositividad a otras enfermedades
transmitidas por garrapatas. El método de diagnéstico utilizado fue un paquete
comercial mediante la técnica de ELISA. Los factores de riesgo que tuvieron
significancia estadistica fueron: los perros con historia de garrapatas y los
perros adultos. Los autores concluyeron que la seropositividad encontrada
podria deberse a la reaccidn cruzada compartida con otras especies de
riquetsia, principalmente la R. akarii, ya que el vector predominante en la zona
es el acaro del raton casero, éste tiene poca afinidad al perro como

hospedador.

Saito et al (2008), realizaron un estudio en 389 perros donde se llen6 un
cuestionario con el propésito de obtener informaciéon acerca de las variables
independientes que pudieran resultar asociadas con la seroreactividad a
Rickettsia spp (variable dependiente). Los factores de riesgo (variables
independientes) a evaluar fueron los siguientes: edad, sexo, numero de perros
en rancho o casa, lugar donde viven (urbana o rural), si hay contacto directo
con bosques o pasturas y utilizacion del perro. Entre los resultados obtenidos

destacan que los perros que tienen contacto directo a pasturas y bosque tienen



2 veces mayor riesgo a ser seroreactivos a Rickettsia que los que no tienen
contacto. Adicionalmente se observd una asociacién significativa en la
seroreactividad de Rickettsia con los perros viviendo en las zonas rurales y con

aquellos utilizados para el pastoreo y caza.

Diagnostico

Dentro de las pruebas diagnosticas utilizadas para la deteccion de las
Rickettsia sp tenemos: las pruebas serologicas, métodos moleculares (técnica
de reaccion en cadena de la polimerasa) y el cultivo de la Rickettsia sp

(Chapman et al., 2006).

Serologia

Para el diagndstico empleando las pruebas serologicas se debe de
recolectar 10 ml de sangre sin anticoagulante en la etapa temprana de la
enfermedad y a los 15 dias tomar una segunda muestra (Swango et al., 1989;

Brouqui et al., 2004).

La serologia se basa en la deteccién de anticuerpos IgM e IgG. La
funcién primaria de las inmunoglobulinas es la de unirse con los antigenos que
han estimulado su produccion teniendo como propdsito el de eliminarlos. Las
moléculas de IgM son las primeras en aparecer cuando hay una respuesta del
sistema inmune hacia una estimulacién antigénica. Conforme las moléculas de
IgG son producidas, los niveles de concentracion de IgM disminuyen y
permanecen en niveles bajos. Las IgG son producidas durante la respuesta

secundaria de anticuerpos (Zane, 2001).



Deteccién de anticuerpos por Inmunofluorescencia indirecta
(IFA): La inmunofluorescencia se utiliza esencialmente en la deteccion de
anticuerpos contra antigenos de superficie de células. Para ello se emplean
anticuerpos preparados frente a la proteina que se desea detectar marcados
con moléculas fluorescentes. Se aprecia si hubo unién del anticuerpo con el
antigeno por la fluorescencia emitida, que se observa bajo microscopio de luz

ultravioleta (Zane, 2001).

El procedimiento utilizado haciendo uso del paquete Rickettsia rickettsii
Screen IFA, 1gG Antiboides de los Laboratorios Fuller®, para la deteccién de
anticuerpos IgG canino contra R. rickettsii es el siguiente: Las laminillas en este
kit utilizan cultivo de ceélulas propagadas de R. rickettsii como sustrato de
antigeno. El suero del paciente es diluido 1:64 en un amortiguador fosfatado
salino y se incuba en las laminillas individuales para permitir la reaccion del
anticuerpo del suero con la riquetsia intracelular durante 30 minutos a 37°C en
una camara humeda. Posteriormente las laminillas son lavadas con el
amortiguador fosfatado salino para remover las proteinas séricas no reactivas y
se le agrega el conjugado para que reaccione con los complejos antigeno-
anticuerpo y se incuba durante 30 minutos a 37°C en una camara humeda.
Terminado el tiempo de incubacion se le realiza otro lavado con el amortiguador
fosfatado salino para remover el conjugado no reactivo. Por ultimo se le agrega
una gota de glicerina y se observa al microscopio en objetivo de 40X,
comparando el resultado con el control positivo y negativo. El tiempo total

aproximado de la técnica es de 90 minutos.



La sensibilidad de IFA depende del periodo de recoleccion de las
muestras. Durante la etapa inicial, la mayoria de las pruebas serologicas van a
ser negativas. Se estima que la sensibilidad a partir de los 14 dias oscila entre
94 y 100%, y esta sensibilidad aumenta si se realizan pruebas seriadas. Los
titulos aumentan para la segunda semana de la enfermedad, los anticuerpos
IgM tienden a disminuir después de 3 a 4 meses y los anticuerpos IgG pueden

llegar a persistir hasta por 8 meses (Chapman, 2006).

Los anticuerpos IgM e IgG son usados en los estados agudos y
convalecientes de la enfermedad. Para los casos sospechosos de las
enfermedades del grupo de las fiebres manchadas los titulos del punto de corte
de anticuerpos de IgG deben ser = 64 y/o titulos de IgM = 32 para ser
considerados indicativos de infeccion. Generalmente estos titulos son
detectados de 7 a 15 dias después del inicio de la enfermedad (Brouqui et al.,
2004). También sefiala que la interpretacion de los datos puede confundirse
debido a la reaccion cruzada que ocurre entre las riquetsias del grupo de las

fiebres manchadas.

Un titulo de 1:64 es considerado el valor minimo para diagnéstico
presuntivo de infeccion por Rickettsia sp. Criterios para un diagnéstico de
infeccidn reciente son: a) un aumento del titulo seroldgico al cuadruple del valor
obtenido con la primera muestra; b) un titulo mayor o igual de 1:256 en la etapa
aguda (Anaya et al., 2007). Las limitaciones que pueda presentar esta técnica
puede deberse a la diferencia en la calidad del microscopio, la calidad del

conjugado anti-globulina y la habilidad del observador (Walker et al., 1989).



Las reacciones especificas se caracterizan por una mancha intensa,
uniforme y aguda fluorescente de forma bacilar presentes en el 10 al 20% del

citoplasma de las células en cada campo (Philip et al., 1976).

Un estudio realizado en EUA, por medio de IFA, se reportaron 15 casos
identificados entre los afios 2002-2004, de los cuales el 68% mostraron titulos
de anticuerpos IgG por medio de IFA contra R. rickettsii. En esta regién se
encontraron solamente garrapatas R. sanguineus en las areas que
frecuentaban los pacientes, las cuales estaban asociadas con abundante pasto
y perros callejeros. Se obtuvieron muestras de perros de 4 de los pacientes, los
cuales el 100% mostraron titulos de anticuerpos IgG por medio de IFA con R.

rickettsii (Demma et al., 2005).

Durante el 2005 y 2006, se realiz6 un estudio seroldgica entre perros
callejeros y abandonados llevados al control animal de Arizona, el cual se
localiza fuera del area donde se han reportado casos humanos de riquetsiosis.
Se detectaron anticuerpos utilizando IFA en el 5.7% (14 de 247) perros. Los
refugios animales localizados en los condados, que incluian o compartian
grandes extensiones con el area del brote, eran mas probable de tener perros
seropositivos que en los controles animales en condados geograficamente
separados. También los perros callejeros tenian mas probabilidad de ser
seropositivos que los animales abandonados, esto indica que se debe controlar
las poblaciones de perros callejeros como una accion para limitar la transmisién

de riquetsiosis en esta region (McQuiston et al, 2009).



Hidalgo et al. (2007) redescubrieron la enfermedad de FMMR en una
localidad en Villeta, Colombia donde habia sido reportada por Patifio en 1937.
En base al muestreo de 371 personas y la utilizacion de la técnica de IFA para
detectar anticuerpos IgG contra R. rickettsii. Estas muestras fueron analizadas
con la titulacion mas baja de 1:64 y un aumento doble en las diluciones que
llego a la titulacion final de 1:2,048. Los resultados obtenidos fueron que 40.3%
personas tenian anticuerpos IgG contra R. rickettsii, de ellos 14.6% tuvieron una
titulacion final de 1:64, 18.4% de 1:128, 5.9% de 1:256 y 1.1% de 1:512. El titulo

maximo observado fue de 1:1,024.

En un estudio realizado en humanos y animales domésticos en Sao
Paulo, Brasil, para determinar la prevalencia de anticuerpos a la enfermedad del
grupo de las fiebres manchadas, se utilizé la deteccion de anticuerpos IgG
contra R. rickettsii. La dilucion inicial fue de 1:64. La técnica de IFA detectd
anticuerpos de un total de 76 muestras, en el 77% de los caballos, en el 31% de
perros y no se detectd en asnos y humanos. Cuando los sueros reactivos a R.
rickettsii fueron probados contra cuatro antigenos Rickettsia (R. rickettsii, R.
africae, R. akari y R. bellii); 5 sueros caballos y 1 suero de perro mostraron
titulos a R. rickettsii en un incremento de al menos cuatro diluciones de

cualquier otros tres antigenos restantes (Horta et al., 2004).

En un estudio realizado en Oklahoma, EUA, se analizaron sueros de 259
perros para la determinacion seroldgica de anticuerpos IgG contra R. rickettsii.
El 38% de la poblacion canina tuvo anticuerpos = 64, siendo el 6% los que

obtuvieron titulos altos de = 1,024 (Rodgers et al., 1989).



Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA): Esta
técnica es util para el diagnéstico de Rickettsia sp y es utilizado en estudios
epidemiologicos (Kovacova et al., 2000). Se basa en la deteccion de un
antigeno inmovilizado sobre una fase solida mediante anticuerpos que directa o

indirectamente producen una reaccioén (Anaya et al., 2007).

El procedimiento utilizado por el paquete Rickettsia rickettsii ELISA®
Helica Biosystems, Inc., para la deteccion de anticuerpos caninos de IgG contra
R. rickettsii es el siguiente. El suero del paciente es diluido 1:100 y se deja a
que éste reaccione con los antigenos revestidos de R. rickettsii que se
encuentran en unos pocitos especiales. Después de una incubacion, los pozos
se lavan para remover las proteinas séricas no tratadas y se le agrega una
enzima marcada anti-lgG de perro (conjugado) para que reaccionen con los
complejos antigeno-anticuerpo. Después de otro periodo de incubacién los
pozos son nuevamente lavados para remover el conjugado no reactivo. Se le
afade un sustrato de perdxido de urea con TMB ( 3,3',5,5-tetrametilbenzidina)
como cromoégeno para empezar el desarrollo del color. El desarrollo de un color
azul indica una reaccion positiva mientras que una reaccidén negativa aparece
incolora o con una traza de color azul. La reaccion es interrumpida con una
solucion de parada. La intensidad del color (absorbancia) es leida a una
longitud de onda de 450 nm en un espectrofotdmetro o en un lector de ELISA.
También se puede realizar una determinacion visual con la ayuda de la tabla
que se proporciona en el inserto. La Interpretacion de resultados es la

evaluacion del color de la reaccion final comparandola con el control positivo y



negativo o se puede leer en un lector de microplacas a una longitud de onda de
450 nm. El color final debe virar de azul a amarillo. Tiempo aproximado de la

técnica es de 60 minutos.

La técnica de ELISA se esta utilizando con mayor frecuencia y su
precision depende de la calidad y especificidad del antigeno y los niveles
minimos de los titulos considerados como positivos (McDade 1991, Chapman et
al., 2006).

Romano et al, (1998) muestrearon 30 perros del Centro Antirrabico de
Mexicali durante los meses de septiembre a diciembre de 1997. Los resultados
obtenidos fueron que el 16.6% tuvieron titulos positivos a R. rickettsii.

En Peru se realizdé un trabajo donde sus objetivos fueron implementar
una prueba casera de ELISA IgM para riquetsiosis y compararla con prueba de
IFA IgM casera, demostrar la deteccion temprana de anticuerpos IgM en
pacientes agudos y contribuir con el diagndstico diferencial de etiologias con
cuadro febril indiferenciado. Se utilizaron 55 sueros negativos y 100 sueros
positivos. Se utilizé como antigeno un lisado total de una cepa de referencia de
R. akarii cepa Kaplan. Esta prueba de ELISA indirecta IgM mostré una
sensibilidad del 78% y una especificidad del 80%. La tecnica de IFA IgM mostro

una sensibilidad del 82% y una especificidad del 90.9% (Anaya et al., 2007).



Métodos moleculares

Para el diagnostico con métodos moleculares se puede utilizar sangre,
biopsias de piel, tejido y garrapatas. Como anticoagulante se utiliza el citrato o
EDTA. La heparina como anticoagulante no es recomendada debido a que
interfiere con la técnica al inhibir la Taq polimerasa durante el PCR (Yokota et

al., 1999).

La amplificacion de ADN especifico por la prueba de reaccién en cadena
de la polimerasa (PCR) ha permitido el diagndstico rapido, tanto para la
deteccion e identificacion de Rickettsia spp en sangre, biopsias de piel y en
garrapatas. La sensibilidad y especificidad varia entre las técnicas utilizadas
(Fenollar et al. 2004). EI minimo numero de microorganismos que deben de
estar presentes para resultar positivos es de 50 copias de ADN riquetsial por

milimetro (Leitner et al 2002).

Prueba de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
convencional: La técnica se basa en la replicacion del ADN realizada por la
ADN polimerasa. Estas enzimas realizan la sintesis de una cadena
complementaria de ADN en el sentido 5" - 3" usando un molde de cadena
sencilla, pero a partir de una region de doble cadena. Para crear esta region de
doble cadena se utilizan los iniciadores (Cuadro 1), los cuales son una pareja
de oligonucleétidos sintetizados de manera que sean complementarios a cada
uno de los extremos 3 del fragmento de ADN que se desea amplificar (McKee

et al., 2003).



Partiendo de este principio, la reaccion en cadena de la polimerasa se
basa en la repeticion de un ciclo formado por tres etapas: a) Desnaturalizaciéon
del ADN de doble cadena, b) Hibridacion de los iniciadores a la zona 3’
especifica de cada una de las hebras y c) Extension del iniciador por actuacion

de la ADN polimerasa (McKee et al., 2003).



Cuadro 1. Iniciadores utilizados para la identificacion de genes riquetsiales

Iniciadores Gen

Citrato Sintasa Citrato Sintasa del

(gltA). ciclo de Krebs

ompA Proteinas externas
de membrana A

ompB Proteinas externas

de membrana B

Gen codificador Lipoproteina de
de proteina 17- membrana externa

kDa
(T2)

(htrA)

Gen D Proteinas externas

de membrana

Especie

Todas especies.

Todas especies.
Excepcidn:

R. helvitica, R.
australis, R. bellii,

R. canadensis

Todas las especies.
Excepcion:

R. helvitica, R.

bellii, R. massiliae

R. rickettsii

Todas las especies

Mayoria Rickettsia

Sp

Muestra requerida

Piel

Piel y

Suero

Piel

Piel,
Suero,
Sangre y

Garrapatas

Piel

(Brouqui et al, 2004, Parola et al., 2005).



En la primera etapa (desnaturalizacion) la doble hélice de ADN se separa
en dos hebras. Para ello se realiza una incubacion de la muestra a altas
temperaturas (93-97°C). La renaturalizacion se producira cuando la temperatura
disminuya. En el segundo paso (hibridacion) los iniciadores se unen a las zonas
3" complementarias que flanquean el fragmento que queremos amplificar. Se
realiza gracias a la disminucioén de la temperatura (50-65°C). En la tercera etapa
(elongacion) se produce la sintesis de una cadena sencilla (por la
complementariedad) en la direccion 5°- 3" mediante la enzima ADN polimerasa,
la cual incorpora los desoxinucleotidos fosfato presentes en el medio siguiendo

la cadena molde (Tzianabos et al., 1989).

La sensibilidad puede estar afectada por varios factores incluyendo la
presencia de inhibidores de la ADN polimerasa, degradacién de la muestra, sitio
de muestreo en piel, el tratamiento antibacteriano previo al muestreo asi como
la contaminacion de amplicones de ensayos previos con el mismo iniciador y
por el ADN entre los 2 pasos de la amplificacion (Fenollar et al.,, 2004). El

tiempo aproximado de la técnica es de 350 minutos.

La presencia de bandas fluorescentes observadas en un gel de agarosa
en electroforesis son indicativas de presencia del fragmento del ADN analizado

(McKee et al., 2003).

En 1989, se realizé un estudio para la deteccion de ADN de R. rickettsii
en muestras clinicas por medio de la técnica de PCR. Se disefiaron dos

iniciadores oligonucledétidos para amplificarse Tz-15-19 y Tz-16-20. El Tz-19 es



un oligonucleétido sintético de 19-residuos con una secuencia de 5'-
TTCTCAATTCGGTAAGGGC-3'. Tz-16 es un oligonucledtido sintético de 20-
residuos con una secuencia de 5-ATATTGACCAGTGCTATTTC-3. Estos
iniciadores definen un fragmento de 246 pares de bases de la region codificante
del gen del antigeno 17-kDa de R. rickettsii y fueron seleccionados debido a
qgue contienen una secuencia al final del 3’ que son unicos al grupo de las fiebre
manchadas. Se utilizaron coagulos de sangre de nueve pacientes confirmados
con la enfermedad de FMMR vy seis controles fueron analizados. Se pudo
amplificar con éxito una regién definida del genoma riquetsial de 7 de las 9
muestras, los seis controles fueron negativos. La falta de amplificacién en los 2
pacientes pudo deberse a los niveles de R. rickettsii en sangre y no por la

ausencia de las secuencias del iniciador (Tzianabos et al., 1989).

Del 2003 al 2004 se evaluaron 16 pacientes sospechosos de la FMMR
en Arizona, EUA. Se les obtuvieron muestras de sangre o tejido las cuales se
les realiz6 la extraccion del ADN para realizar el PCR para amplificar el gen 17-
kD (htrA) de las Rickettsia sp del grupo de la fiebre manchada. Las muestras
que salieron positivas se les realizé otro PCR utilizando el gen ompA y la
identificacion de la especie de R. rickettsii fue confirmada a través de la
secuencia de ADN. Como resultado 11 pacientes fueron confirmados con la

enfermedad y 5 de ellos resultaron sospechosos (Demma et al., 2005).

Tinoco et al (2009) muestrearon 21 perros con signologia compatible con
riquetsiosis en un area de nivel socioeconémico bajo en la ciudad de Mexicali,

BC, México, donde se habia reportado un brote de riquetsiosis. De los sueros



positivos se tomaron 16 para realizarles PCR con el gen gItA de Rickettsia sp,
donde, 14 resultaron positivos. Posteriormente se mandd secuenciar una
muestra de tejido renal de una nifna que fallecié la cual presentaba signologia

compatible con riquetsiosis, el cual resulté positivo.

Cultivo

Para la prueba del cultivo se recolecta 5 ml de sangre en tubos con
anticoagulante con heparina o citrato; también se puede utilizar tejido, biopsias

de piel y garrapatas (La Scola et al., 1997; Brouqui et al., 2004).

El método diagndstico estandar para las enfermedades infecciosas es el
aislamiento e identificacion del agente etiolégico. El aislamiento se puede
realizar en 4 a 7 dias. Se cultivan en células Vero, células L 6 fibroblastos de
embrién de pollo. También se pueden aislar inoculando el saco de yema de
huevo de gallina de 5 a 6 dias. Las Rickettsia sp cultivadas se pueden
identificar provisionalmente por medio de la tincién con inmunofluorescencia y el

método Gimenez (Walker et al., 1989).

Debido a que el agente causal de la FMMR es un patégeno obligado
intracelular, deben de ser aislados utilizando técnicas de cultivo celular que son
mas laboriosas y requieren de un mayor tiempo para realizarse a diferencia de
las pruebas serologicas y de PCR. Ya que R. rickettsii es clasificada en Nivel 3
de bioseguridad, el aislamiento de este agente debe realizarse en laboratorios
equipados para manejar patdogenos de Nivel 3 de bioseguridad; y deben de

cumplir con las regulaciones federales (Chapman et al., 2006).



La técnica de cultivo en vial es un sistema de microcultivo que ha
demostrado ser eficiente para el aislamiento de las Rickettsia sp de diferentes
muestras. Se hace por triplicado. Este método requiere una centrifugacion la
cual es critica ya que incrementa la proporcién de Rickettsia sp en las células.
Una de las lineas celulares para el aislamiento son las células del pulmdn
embriénico humano (PEH). La multiplicacion de las lineas celulares y la
variacion de la temperatura del cultivo permiten una variedad en las condiciones
del mismo. Las Rickettsia sp se pueden detectar en las células por medio de la
tincion de Gimenez e inmunofluorescencia. El cultivo se guarda durante 2
semanas donde se examina un cultivo en vial cada semana. Si la tincidn resulta
negativa el cultivo es negativo. En caso de salir la tincidon positiva se realiza
PCR vy el cultivo en vial, y son inoculados a otra monocapa de células de PEH.
Aunque este método es util, cerca de un tercio del aislamiento es perdido entre

cada pasaje por razones desconocidas (Fenollar et al., 2007).



MATERIALES Y METODOS

El estudio se llevd a cabo utilizando muestras sanguineas de perros de
Mexicali, Baja California, colectadas en 2 periodos. El periodo 1 comprendid
desde febrero de 2005 a diciembre de 2006 y el periodo 2 de junio a agosto del

20009.
Localizacion

La ciudad de Mexicali esta localizada en el noroeste del pais a 32° 40°
norte y 115° 28" oeste en el estado de Baja California y cuenta con 936,145
habitantes. Estos datos fueron proporcionados por EI Censo de Poblacién y
Viviendo 2010 del Instituto de Nacional de Estadistica y Geografia. Su clima es
extremoso y desértico. EI comportamiento estacional para las temperaturas

maximas y minimas promedio se presenta en la Figura 1.

Figura 1. Promedio de temperaturas maximas y minimas por estacién del afio.
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Ademas, el promedio anual de precipitacion pluvial es de 0.63 + .43 cm.
Los datos de las condiciones climatolégicas fueron proporcionados por la
agencia National Weather Service del National Oceanic and Atmospheric

Adminstration del Gobierno de los Estados Unidos.
Tamafio muestral

La estimacion del tamafo de la muestra se realizé de aplicar la siguiente

férmula, por marco de muestreo, definido como:
Periodo 1: Clinicas veterinarias

Periodo 1: Centro de control animal

Periodo 2: Centro de control animal zona urbana

Periodo 2: Centro de control animal zona rural
j| 2

n: tamano de muestra

17\1: estimador de varianza maxima 50%

Z= valor de tablas Normal estandar = 1.96
d: precision 5%

=

[l

>
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a>
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donde:

(Scheaffer et al., 1987)



La distribucién de las 1,536 muestras sanguineas de perros se aprecia

en el Figura 2.

Figura 2. Distribucion de muestras

sanguineas

1536
Total Muestras

Periodo 1 Periodo 2
2005-2006 2009

384 muestras 384 muestras
384 muestras 384 muestras
Zona urbana Zona rural

39 Clinicas Centro Control
Veterinarias Animal

Criterios de inclusién

Perros de al menos un mes de edad, de cualquier sexo o raza atendidos
en cualquiera de las clinicas veterinarias participantes en el estudio, asi como

los perros capturados por el personal del centro control animal.

Criterios de exclusién

Muestras sanguineas con un volumen menor a 0.5 ml.



Muestreo

Se obtuvo 3 mL de sangre por puncion cefalica, previa asepsia, y se
colocaron 1.5 mL en tubos Vacutainer ® sin anticoagulante y 1.5 mL en tubos
con EDTA. Se identificaron las muestras y fueron centrifugadas en una
centrifuga de marca Heraeus, modelo Megafuse 1.0 (Alemania), a 3,500 rpm
durante 10 minutos para separar el suero del coagulo. El suero fue transferido a
viales de plastico con tapa y fueron almacenados a -20° C hasta el momento de

realizar la prueba seroldgica (Stockham et al., 2007).
Analisis serolégico

Los analisis seroldgicos se llevaron a cabo en el laboratorio de Salud
Publica Veterinaria del Instituto de Investigaciones en Ciencias Veterinarias de

la Universidad Autbnoma de Baja California.

El analisis serologico se realizd con el kit Rickettsia rickettsii ELISA®
Helica Biosystems, Inc., esta técnica consta de la deteccidon vy
semicuantificacién de IgG canino con una sensibilidad del 99.5% y especificidad
del 96%, y se realizd6 conforme las especificaciones del fabricante. Las
muestras fueron analizadas en un lector de ELISA marca BioRad, modelo 3550
(Estados Unidos de Norteamérica), con filtro de 450 nm, las muestras se
consideraron positivas cuando la densidad o6ptica fue = 0.3, de acuerdo al

fabricante como se observa en la Figura 3.



Figura 3.- Muestras

Muestras positivas O

seropositivas

Seroprevalencia

La prevalencia fue calculada dividiendo el numero de sueros positivos
obtenidos entre el total de muestras analizadas. La prevalencia ajustada vy el
95% IC (intervalo de confianza) fueron obtenidos utilizando el estimador Rogan-

Gladen (Greiner et al., 2000)

Pruebas moleculares

Para confirmar la presencia de la enfermedad se seleccionaron
aleatoriamente 40 muestras sanguineas del total de sueros seropositivos
(Cochran 1980) a riquetsiosis del periodo 1 para realizarles PCR de R. rickettsii

con los siguientes iniciadores especificos:

Tz-15 (5'-TTCTCAATTCGGTAAGGGC-3")

Tz-16 (5-ATATTGACCAGTGCTATTTC-3")

La banda esperada fue de 246 pares de bases (Tzianabos et al., 1989).



Las condiciones de la reaccion de PCR fueron las siguientes: Un ciclo a
95°C por 5 min, 45 ciclos a 95°C por 30 s, 55 por 2 miny 72 por 30 s, y

finalmente un ciclo a 72°C por 7 min.

Los productos de amplificacion por PCR fueron visualizados en geles de
agarosa al 1.5% en solucion amortiguadora TAE (tris-acetato EDTA 1X)
conteniendo el colorante de acidos nucléicos GR Safe®, en lugar de bromuro

de etidio.

Para prevenir que las muestras se contaminaran, la extraccién del ADN,
las preparaciones de PCR, la amplificacion y la deteccién de productos de PCR

fueron realizados en diferentes areas de laboratorio (Chang et al., 2000).

Los analisis moleculares se realizaron en el Laboratorio de Salud Publica
Veterinaria del Instituto de Investigaciones en Ciencias Veterinarias de la

Universidad Autbnoma de Baja California.

Factores asociados

Para el estudio de factores asociados, se disefiaron dos cuestionarios los
cuales fueron aplicados tanto en las clinicas veterinarias (Cuadro 2) como en el
centro de control animal (Cuadro 3). En ambos cuestionarios se adicion6 una
figura para identificar la afinidad de las garrapatas hacia alguna region corporal

del perro.



Cuadro 2. Cuestionario aplicado en clinicas veterinarias

ESTUDIO DE FACTORES DE RIESGO Y RIQUETSIOSIS

Fecha: (dia/mes/afo)

Nombre de la Clinica o Consultorio:

Nombre del propietario:

Colonia:

Teléfono:

Ocupacion:

Nombre del perro:

Edad:

( )<12meses ( )>1afo

Sexo:

() Macho

( ) Hembra

Talla:

() Chico (
<7 kgs

) Mediano ( ) Grande
7-20 kgs > 20 kgs

Pelaje:

( ) Corto (

) Mediano ( ) Largo

Raza:

() Mestizo

( ) Otro

¢ Cuantos perros hay en el hogar?

() Perros

¢, Cada cuantas veces al afo aplica bano
garrapaticida a su perro?

Nombre del garrapaticida:

¢, Cada cuantas veces al afio administra
medicamento desparasitante contra
garrapatas?

Nombre del desparasitante:

¢ Presenta emaciacion?

) Si

()No

¢ Presenta depresion?

(_)No

¢ Presenta alguna claudicacion su perro?

(
()Si
( )Si

( )No

¢En qué miembro(s)?

MAI( ) MAD( ) MPI() MPD( )

¢ Ha sangrado por la nariz?

( )Si

( )No

¢, Ha presentado problemas nerviosos
(convulsiones, paralisis, coma)?.

( )Si

( )No




¢ Ha sangrado por la nariz?

) Si () No

¢ Ha presentado problemas nerviosos ( )Si ( )No
(convulsiones, paralisis, coma)?.

¢ El perro vive Unicamente dentro de la ( )Si ( )No
casa?

¢ El patio de la casa es totalmente de ( )Si ( )No
cemento?

¢ Entran y/o salen perros de su casa a la ( )Si ( )No
calle?

¢, Cada cuantas veces al afio fumiga su

casa?

;Lo lleva de paseo al campo, fueradela | ( )Si ( )No

ciudad?

Presencia y grado de infestacion de
garrapatas:

(

) Ligera ( ) Moderada ( ) Severa
1-10 11-30 > 30
(Tinoco et al 2009)

Afinidad de las garrapatas hacia alguna
regiéon corporal:

- Cara

- Orejas

- Cuello

- Dorso

- Extremidades

- Abdomen




Cuadro 3. Cuestionario aplicado en el centro de control animal

ESTUDIO DE FACTORES DE RIESGO Y RIQUETSIOSIS

Fecha: (dia/mes/afno)

Procedencia
(colonia de captura)

Edad: ( )<12meses ( )>1afo

Sexo: () Macho ( ) Hembra

Talla: ( )Chico ( )Mediano ( ) Grande
<7kgs 7-20 kgs > 20 kgs

Pelaje: ( )Corto ( )Mediano ( )Largo

Raza: ( )Mestizo ( ) Otro

Emaciacion: ( )Si ( )No

Depresion: ( )Si ( )No

Claudicacién: ( miembro-s)

MAI( ) MAD() MPI() MPD( )

Presencia y grado de
infestacion de garrapatas:

( )Ligera ( )Moderada ( ) Severa
1-10 11-30 > 30
(Tinoco et al 2009)

Afinidad de las garrapatas

- Cara

- Orejas

- Cuello

- Dorso

- Extremidades
- Abdomen

hacia alguna region corporal:




Asociacion de factores y seroprevalencia

Se estimé la magnitud de asociacion, entre la seropositividad de los
perros a R. rickettsii y los factores de riesgo mediante la razén de
probabilidades (Odds ratio, OR). El estadistico chi-cuadrada (y)* de Mantel-
Haenszel, fue utilizado para evaluar la hipotesis de independencia de

distribucion del factor de estudio y los resultados de ELISA.
Andlisis estadistico

Se utilizaron los procedimientos FREQ y LOGISTIC del paquete
estadistico SAS 9.2 (Statistical Analysis System). El primero para el analisis de
frecuencia en los casos positivos y negativos, en la prueba de independencia
del factor de estudio y por la evaluacion de la asociacion del factor de riesgo

con presencia o ausencia de la enfermedad en tablas de contingencia 2X2.

Los valores de OR fueron acompafados de intervalos de confianza al

95%.

Cada factor de riesgo fue ajustado por variables de confusién al emplear

un analisis univariado de regresion logistica (PROC LOGISTIC).



RESULTADOS

Seroprevalencia

La seroprevalencia general en este trabajo fue de 73.6% (95% IC 67.9-
72.6). La distribucion de las prevalencias en ambos periodos se muestran en la

Figura 4.

Figura 4.- Seroprevalencia general y su distribucién

Seroprevalencia
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1

Primer periodo
77%

Segundo periodo
66.6%
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Zona urbana Zona rural
59.4% 73.9%

La seroprevalencia de riquetsiosis del periodo 1 fue de 77% (95% IC
73.8-80.1), se observé diferencia estadistica (P<0.05) entre el porcentaje de
seropositividad obtenidas de las clinicas veterinarias y los perros capturados

por el centro de control animal (Cuadro 4).



Cuadro 4.- Seroprevalencia entre clinicas veterinarias y centro control animal.

2

Procedencia Total Porcentaje Perros X%
perros positivos
Centro Control 384 84% 308 4.2 *
Animal
Clinicas 384 77.4% 284
veterinarias

La seroprevalencia de riquetsiosis del Periodo 2 fue de 66.6% (95% IC
60.0-67.1), se observod diferencia estadistica (P<0.05) entre el porcentaje de
seropositividad obtenidas de perros capturados por el centro de control animal

de la zona rural y zona urbana (Cuadro 5).

Cuadro 5.- Seroprevalencia entre la zona rural y zona urbana.

Procedencia Total Porcentaje Perros

perros positivos
Zona rural 384 73.9% 271 15.7 >
Zonaurbana 384 59.4% 218

Los valores de seroprevalencia entres periodos fueron diferentes

(P<0.05). Cuadro 6.



Cuadro 6.- Seroprevalencia entre el periodo 1y periodo 2.

Procedencia Total Porcentaje Perros X%

perros positivos
Periodo 1 768 77 % 591 32.4 >
Periodo 2 768 66.6 % 489

Los resultados obtenidos de los dos periodos junto con los factores

asociados a la enfermedad se muestran a continuacion.

Periodo 1 (2005-2006)

Clinicas Veterinarias de la zona urbana

La seroprevalencia de riquetsiosis fue 77.4% (95% IC 69.3-78.5). De los
factores evaluados, en el cuadro 7 se muestran solamente aquellos con

diferencia estadistica (P<0.05).




Cuadro 7.- Factores de riesgo asociados a R. rickettsii en clinicas veterinarias

periodo 1.
Factor Riesgo Total Porcentaje Perros IC 95%
perros positivos
Edad
> 1 afio 277 85.5 % 237 75 45-125

<1 afio 107 43.9 % 47

Talla
Mediana- grande 297 76.7 % 228 1.8 1.0-3.0
Chica 87 64.3 % 56

Desplazamiento
del perro ala calle

Sj 112 81.2 % 91 1.7 1.0-3.0
No 272 70.9 % 193
Cumplir con el
programa
medicina
preventiva 234 77.3 % 181 2.3 1.3-3.9
No
150 68.6 % 103
Si

Centro de Control Animal

La seroprevalencia de riquetsiosis fue de 84% (95%, IC 64.6-74.3). De
los factores evaluados, en el cuadro 8 se muestran solamente aquellos con

diferencia estadistica (P<0.05).



Cuadro 8.- Factores de riesgo asociados a R. rickettsii en perros capturados por

el centro control animal periodo 1.

Factor Riesgo Total Porcentaje Perros OR IC 95%
perros positivos
Edad
> 1 afio 314 86.3 % 271 56 3.1-99
<1 afio 70 52.8 % 37
Talla
Mediana-grande 318 82.7 % 263 2.2 1.2-4.0
Chica 66 68.1 % 45
Sexo
Machos 172 86.6 % 149 2.1 1.2-3.6
Hembras 212 75.0 % 159

Periodo 2 (2009)

Zona rural

La seroprevalencia de riquetsiosis por R. rickettsii fue 73.9% (IC 95%
65.8-75.3%). De los factores evaluados, en el cuadro 9 se muestran solamente

aquellos con diferencia estadistica (P<0.05).




Cuadro 9.- Factores de riesgo asociados a R. rickettsii en perros zona rural

periodo 2.
Factor Riesgo Total Porcentaje Perros OR IC 95%
perros positivos
Edad
> 1 afio 342 751 % 257 6.0 3.0-12.0

<1 afio 42 33.3% 14

Talla
Mediana-grande 265 79.6 % 211 38 24-61
Chica 199 50.4 % 60

Sexo
Machos 241 74.2% 179 16 1.0-25
Hembras 143 64.3 % 92

Zona urbana

La seroprevalencia de riquetsiosis por R. rickettsii fue de 59.4% (95% IC
51.5-61.9). De los factores evaluados, en el cuadro 10 se muestran solamente

aquellos con diferencia estadistica (P<0.05).




Cuadro 10.- Factores de riesgo asociados a R. rickettsii en perros de la zona

urbana periodo 2.

Factor Riesgo Total Porcentaje Perros OR IC 95%
perros positivos

Edad
> 1 afio 327 64.2 % 210 10.9 5.0-24.0
<1 afno 8 14.0 % 57

Talla
Mediana-grande 298 62.4 % 186 2.8 1.7-4.6
Chica 86 37.2% 32

Diagnéstico molecular

De las 40 muestras sanguineas tomadas al azar de entre perros
seropositivos a riquetsiosis del 2009, 8 resultaron positivos a PCR de R.
rickettsii, mostrando en el gel de electroforesis la banda de 246 pares de bases,

especifica del agente etioldgico. Figura 5




Figura 5.- PCR de 17-kDa de R. rickettsii en sangre de perros seropositivos

M: Marcador

1-10: Muestras perros

P: Control positivo

N: Control negativo

+ . Muestra positiva

- . Muestra negativa



DISCUSION

Seroprevalencia

La prevalencia y factores de riesgo asociados a ricketsia ha sido
evaluada en el continente americano, como lo sefalan Rodgers et al (1989),
Comer et al (2001), Gasser et al (2001), Demma et al (2004), Horta et al (2004),
Demma et al (2005), Hidalgo et al. (2007), Saito et al (2008) y McQuiston et al
(2009), empleando IFA como prueba diagndstica y teniendo a diversos vectores
como transmisores de la enfermedad a excepcion de Demma et al (2004) quien
reporté al mismo vector que en este estudio. En este trabajo se utilizé ELISA
como prueba diagnostica debido a su costo, buena sensibilidad,
reproducibilidad, sencilla de realizar y obtencion rapida de resultados. En los
ultimos 12 anos, no existen trabajos publicados, donde esta enfermedad haya
sido evaluada en areas donde el vector de la enfermedad es R. sanguineus y
hayan utilizado para el diagnostico la prueba de ELISA, por lo tanto los
resultados de este trabajo no se pueden comparar directamente con los
generados en otros estudios. La IFA es considerada la prueba de oro para el
diagnodstico de riquetsiosis debido a su elevada sensibilidad, medicion
cuantitativa de los anticuerpos y a la identificacion del agente etiologico. Es
importante sefalar que en el area donde se realizd el trabajo, estudios
anteriores han detectado prevalencias altas (>80%) por ELISA por lo que se
esperaria que el valor predictivo positivo al aplicar unicamente la prueba de

ELISA como prueba de diagnéstico fuera alto (>85%) (Martin et al.,1997), es



decir una alta proporcién de los animales declarados como seropositivos por
esta prueba tendrian que serlo. En cuanto al valor de prevalencia encontrado en
este trabajo del 73.6% (IC 95% 67.9-72.6) en la ciudad de Mexicali BC, México
fue mayor a los reportes de Demma et al (2004) quienes observaron una
prevalencia del 70% y 57% en Arizona, EEUU utilizando perros que fueron
llevados a las clinicas para ser vacunados contra la rabia. En esta zona el
vector principal de la zona fue R. sanguineus, al igual que lo sefala Tinoco et al
(2009), en Mexicali, B.C., México con valores de seropositividad del 85%. A
diferencia de la seroprevalencia encontrada en Brasil por Saito et al (2008), que
fue del 35.2%. Esta valor menor se pudo deberse al vector encontrado en esa
zona el cual es A. cajennense, que tiene como hospedador principal al caballo

(Sangioni et al, 2005).

Los valores de seropositividad entre periodos fueron distintos (P<0.05), el
mayor valor se observd en el periodo 1 posiblemente debido al efecto largo del
periodo de muestreo o a la presencia de una mayor poblacion del vector en la

Zona.

Al analizar los valores dentro del periodo 1 se observd que los perros
capturados por el centro de control animal mostré valores superiores y distintos
(P<0.05) a los perros llevados a las clinicas veterinarias (84 y 77.4%
respectivamente), posiblemente a que hubo una mayor seropositividad en

machos.



Al comparar los valores dentro del periodo 2 se observd que los perros
capturados por el centro de control animal de la zona rural mostré valores
superiores y distintos (P<0.05) a los perros capturados por el centro de control
animal de la zona urbana (73.9 y 59.4% respectivamente), posiblemente al
aumento en la seropositividad de machos o al aumento en la presencia de
perros de la comunidad como lo sefalan Flores et al (2004). Se encontraron
resultados similares por Zavala et al (2009) y por Dantas et al (2009) donde
sefalan que en las éareas rurales existe mayor riesgo de presentar la

enfermedad.

Factores de riesgo

En este estudio los factores de riesgo que mostraron asociacion con la
enfermedad fueron: edad, sexo, talla, desplazamiento a la calle y el no cumplir

con un programa preventivo contra las garrapatas.

Independientemente del periodo y de la procedencia, la edad fue un
factor que resultd significativamente asociado a riquetsiosis, ya que los perros
mayores a 1 afo de edad tuvieron de 5.6 a 10.9 mas riesgo de contraer la
enfermedad que los cachorros. El maximo valor se observa en el periodo 2 en
la zona urbana, estos resultados son similares a los obtenidos en EEUU por
Gasser et al (2001), donde se observéd que el 93% de los perros seropositivos
eran mayores a 1 afio de edad y por Comer et al (2001) donde el 17% eran

mayores a un ano el autor sugiere que el aumento en la seropositividad en



perros adultos puede deberse a una exposicion prolongada al vector o a la

persistencia de los anticuerpos en el perro durante un mayor periodo de tiempo.

En ambos periodos se observé que los machos tuvieron mayor riesgo
que las hembras a presentar la enfermedad, los valores observados fueron muy
homogéneos ya que los oscilaron entre 1.6 a 2.1, esto puede deberse a la
conducta de vagabundeo la cual se manifiesta mas frecuentemente en el
macho (Manteca 2003). Flores et al (2001), realizaron un estudio en Mexicali,
BC, Meéxico, donde se observo que las personas tenian predileccion 1.5 mas
por los machos que por las hembras. También podria deberse a la movilidad de
los machos en épocas de apareamiento donde tienden ir en busca de hembras

receptivas.

Los perros de talla mediana a grande tuvieron mayor riesgo que los de
talla chica, este hallazgo se observdé en ambos periodos, donde los valores
oscilaron del 1.8 al 3.8. En este estudio la talla se definié por el peso corporal
de los perros. En estudios realizados donde se observd asociacion con el
tamano del perro, se reporté una alta asociacion (P<0.05) en perros utilizados
para la caza y el pastoreo en el sur de Brasil, donde el vector principal es
Amblyomma cajennense, (Saito et al, 2008), a diferencia de los estudios
realizados por Rodgers et (1989) donde no encontraron diferencia estadistica
en el tamano del perro. En este estudio podria deberse a la predileccion de las
personas a tener un perro de talla mediana-grande como guardianes de su

hogar, otro factor podria ser la facilidad de capturar un perro de talla mediana-



grande es mayor a uno de talla chica, ya que éstos se pueden esconder

facilmente o meterse a casas por entre las rejas.

Los perros que se desplazan a la calle mostraron 1.7 mayor riesgo de
presentar la enfermedad a diferencia de aquellos que permanecen dentro del
hogar, Comer et al (2001) en su estudio no observaron asociacion entre la
seropositividad y el desplazamiento del perro a la calle, esto podria deberse a
que el hospedador en este estudio es el ratdon casero y el vector el acaro del
ratdon, lo que nos indica que esta acaro tiene poca predileccion por el perro. Sin
embargo Flores et al (2001) reportaron que el 32% de las familias mexicalenses
permitian la salida de sus perros de las casas. Sugiriendo la falta de
responsabilidad de los propietarios de mantener a su mascota dentro del

perimetro de su hogar.

El no cumplir con un programa preventivo contra las garrapatas tiene 2.3
mayor riesgo de presentar la enfermedad que en aquellos donde los
propietarios se responsabilizan de desparasitar y bafiar a su mascota, como
también, el de fumigar su casa para evitar la presencia de insectos y
artrépodos. Comer et al (2001) observaron un aumento en la seropositividad
para riquetsiosis en aquellos perros que los propietarios no utilizaban repelentes
contra garrapatas (12%) que en aquellos que si la utilizaban (5%), sin embargo
la diferencia no fue significativa. Esto se puede deber a que los productos
comercialmente utilizados para la eliminacion de las garrapatas no son los

mismos para la eliminacion de los acaros.



Diagnoéstico molecular

De las 40 muestras tomadas al azar de sueros positivos en este estudio,
solo 8 resultaron positivos a PCR a diferencia de lo obtenido por Tinoco et al
(en prensa 2009) donde realiz6 PCR con los iniciadores Tz15 y Tz16
especificos para R. rickettsii a 14 de 16 muestras positivas previamente con el
gen gltA donde el 100% de ellas resultaron positivas. Esto podria deberse a que
los perros no se encontraban en la etapa aguda de la enfermedad como lo
sefala Graves S. (2004) y Leitner et al (2002). Otro factor importante a
considerar es que las pruebas serologicas pueden predecir la presencia o
ausencia de enfermedad o del agente de enfermedad, sin embargo, no indican
la presencia de la bacteria sino mas bien la reaccion del organismo a los
microorganismos, por lo que pueden dar lugar a resultados falsos-positivos
(Martin et al 1997) ya que los titulos IgG pueden persistir hasta un afno en el

paciente (Clements et al 1983).



CONCLUSIONES

Los hallazgos serolégicos observados en este estudio, demuestran que
el municipio de Mexicali es una region altamente endémica para la riquetsiosis y

que el vector se encuentra distribuido homogéneamente por toda la ciudad.

El mayor valor de seropositividad se observo en el periodo 1 (77%) y
dentro del mismo se observo mayor seropositividad en perros capturados por el

centro de control animal (84%).

En el periodo 2 la mayor seropositividad se observd en los perros

capturados por el centro de control animal de la zona rural (73.9%).

Los factores de riesgo con mayor asociacion a la seropositividad son:

a) Perros mayores a 1 afio de edad

b) Perros tamafo mediano-grande

c) Perros machos

d) Perros que tienen la facilidad de desplazarse a la calle

e) El no cumplir con un programa preventivo contra las garrapatas



RECOMENDACIONES

Promover campanas masivas donde se enfatice la necesidad de
monitorear regularmente a los perros en busqueda de garrapatas como también

la forma adecuada de retirarlas.

Se recomienda la castracion en las mascotas, ya que ésta es util para

disminuir la reproduccion indiscriminada y la conducta de vagabundeo.

Promover el papel importante que juega la medicina preventiva en el
control de la enfermedad. Para ayudar a controlar al vector, se debe de romper
con el ciclo del mismo, ya que pueden tardar hasta 3 afos en completar su
desarrollo, por lo que, con al menos 3 fumigaciones al afio, 3 desparasitaciones
y 3 bafos garrapaticidas se puede controlar significativamente a la garrapata.
Dentro del hogar es necesario sellar grietas, mantener el pasto lo mas corto
posible, no permitir la entrada a perros callejeros, ni la salida de las mascotas a

la calle y mantener limpio el patio y el perimetro del hogar.

Es importante seguir realizando estudios sobre la riquetsiosis para
identificar si existen otras especies de riquetsias en el area. Realizar estudios
de vigilancia utilizando pruebas serolégicas para la deteccion oportuna de la
enfermedad evitando asi brotes epidémicos. Dentro de las medidas de
prevencion y control se debe de reducir la poblacion del vector y del

hospedador.
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