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RESUMEN

Se realizd un estudio descriptivo para la comparacion gendmica de la bacteria
Rickettsia rickettsii (R. rickettsii) en el Municipio de Mexicali, Baja California, en el cual
se realiz6 la extraccion de ADN de 24 muestras sanguineas de pacientes humanos
positivos a Rickettsiosis obtenidas del banco de sangre del laboratorio de salud publica
gue se encuentra en el Instituto de Investigaciones en Ciencias Veterinarias (1ICV) del
programa de educacion preventiva de Rickettsiosis, la extraccion se realizé con los
siguientes iniciadores: Gen gltA (401 pares de base) para el género Rickettsia, gen
17Kda (246 pares de base) con mediana especificidad para el género R. rickettsii, y
gen ompA (532 pares de base) especifica para R. rickettsii. A partir de esto y
continuando con el proceso de amplificacion del ADN por medio de la realizacion de
PCR (Polymerase Chain Reaction por sus siglas en ingles), el proceso de
electroforesis y la observacion en el transiluminador se eligieron 3 de las muestras
mas intensas y se procedié a la purificacién de los productos del PCR, al envio a
secuenciacion de estos productos al laboratorio de Eurofin Genomics y la lectura de la
informacion de las muestras que se enviaron al laboratorio, en las cuales se
encontraron diferencias que pueden ayudar para los siguientes proyectos destinados
a la investigacion de la bacteria R. rickettsii; Al igual que ayuda a continuar la
comparacién gendmica entre los diferentes paises que ya realizaron investigaciones
con esta bacteria y tienen documentacion importante agregada al banco de genes del
Centro Nacional para la informacion Biotecnolégica (NCBI por sus siglas en inglés) y

de esta forma realizar la busqueda de una vacuna especifica para esta bacteria.



ABSTRACT

A descriptive study for the genomic comparison of the bacterium Rickettsia rickettsii
(R. rickettsii) was carried out in the Municipality of Mexicali, Baja California, in which
DNA extraction was performed from 24 blood samples from human patients positive
for Rickettsiosis obtained from the blood bank from the public health laboratory located
at the Veterinary Science Research Institute (IICV) of the Rickettsiosis preventive
education program, the extraction was performed with the following primers: gltA gen
(401 base pairs) for the genus Rickettsia , 17Kda gen (246 base pairs) with median
specificity for the R. rickettsii genus, and ompA gen (532 base pairs) specific for R.
rickettsii. From this and continuing with the DNA amplification process by the PCR
(Polymerase Chain Reaction), the electrophoresis process and the observation in the
transilluminator, 3 of the most intense samples were chosen and the PCR products
were purified, these products were sent to the Eurofin Genomics laboratory for
sequencing, in which differences were found may help for the following projects for the
investigation of the bacterium R. rickettsii; As well as it helps to continue the genomic
comparison between the different countries that have already carried out research with
this bacterium and have important documentation added to the gene bank of the
National Center for Biotechnology Information (NCBI) and thus carry out the search for

a specific vaccine for this bacterium.
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INTRODUCCION

En la actualidad las rickettsiosis transmitidas por garrapatas son
reconocidas como enfermedades zoonoticas emergentes y reemergentes
alrededor del mundo. Algunas de estas enfermedades pueden ser
potencialmente mortales si no son tratadas de forma adecuada y oportuna, con
tasas de letalidad del 23-85% por ejemplo en el caso de la infeccion por Rickettsia
rickettsii, siendo la especie mas patdgena del género, transmitida por garrapatas
y restringida geograficamente a las Américas (Renvoisé, 2009). El diagndstico
temprano de la enfermedad, es importante para poder ofrecer un tratamiento
oportuno, ya que es probable que se estén presentando casos de rickettsiosis en
humanos y estos no estén siendo diagnosticados correctamente.

En el ambito de la salud publica, la comparacion genémica es de
importancia para la observacion de variaciones en el genoma, identificacion de
genes que pueden estar involucrados en la virulencia de la bacteria,
inserciones/deleciones de pares de base, entre otros. De tal forma se puede
obtener informacion detallada para realizar medidas de control y prevencion para
vectores y agentes causales. Y de esta forma, alertar a poblaciones en riesgo y
generar conciencia sobre la letalidad de esta bacteria al no ser atendida a tiempo

durante los primeros sintomas.

El banco de genes del Centro Nacional para la informacién Biotecnologica
(NCBI) contiene informacion de utilidad para continuar las investigaciones sobre
el genoma de R. rickettsii en Mexicali, B. C. Ya que este contiene informacion
detallada sobre otros paises que ya han realizado estudios sobre el genoma de
esta bacteria y tienen hallazgos que ayudan a la comparacion completa del

genoma.



ANTECEDENTES

Para determinar qué genes pueden estar involucrados en la virulencia de
R. rickettsii, se determiné la secuencia gendmica de R. rickettsii lowa (banco de
genes CP000766) con 1, 268,175 pares de base; contenido de G (Guanina) + C
(Citocina) = 411,482 bases; contenido de G + C (%) = 32.45 y se comparo con la
de R. rickettsii Sheila Smith (CP000848) 1,257,710 pares de base; contenido de
G + C = 408,346 bases; contenido de G + C (%) = 32.47. Se observo un alto
grado de identidad de secuencia (96.6%) para los dos genomas. Cuando se
descuentan las regiones eliminadas, la identidad entre los dos genomas es del
99%. A pesar del alto grado de identidad entre los dos genomas, se identificaron
varias inserciones, deleciones y polimorfismo de un solo nucleétido (SNPs)
especificos (Ellison et al., 2007; Felsheim et al., 2009; Kleba et al., 2010).

15 aislamientos de Fiebre Manchada Brasilefia (BSF) en pacientes (13
casos fatales) del estado de S&do Paulo se identificaron como R. rickettsii, con
secuencias de ADN: gltA (737 nucledtidos), ompA (491 nucle6tidos) y ompB (787
nucleétidos) estos eran 100% idénticas entre si y correspondientes al genoma de
R. rickettsii Brasil (CP003305) con 1, 255,681 pares de base; contenido de G +
C (%) = 32.5. Mientras que las secuencias de ompA también fueron 100%
idénticas a las secuencias correspondientes de R. rickettsii de América del Norte
(Sheila Smith y lowa), las secuencias parciales de ompB fueron 100% idénticas
a la norteamericana de Sheila Smith y, al mismo tiempo, diferia de otras
norteamericanas, por ejemplo, lowa y Arizona (CP000766 y CP003307) por un
polimorfismo de un solo nucleétido. Las secuencias gltA de los 15 aislamientos
de humanos brasilefios diferian en un codén extra (CGG) en comparacion con

las norteamericanas (Labruna et al., 2014).



En marzo de 2006 se notificd, sobre la ocurrencia de 3 casos fatales de
sindrome febril hemorragico con compromiso pulmonar agudo en Antioquia,
Colombia. Posteriormente, a diagndsticos diferenciales y signos clinicos se
sospecha de rickettsiosis que fue confirmada por el laboratorio de Atlanta en 7
de los 14 casos estudiados para Rickettsia rickettsii Colombia (CP003306.1) con
1, 270,083 pares de base; contenido de G + C (%) = 32.50. 3 soldados y 2 civiles
fallecieron por la enfermedad (Acosta et al., 2006).

Cabe mencionar que Mexicali, B.C. no cuenta con un estudio sobre
caracteristicas encontradas en el genoma de esta bacteria como ejemplo alguna
delecion o insercion, un codon extra, entre otros. Y a causa de falta de estudios
aun son grandes las incégnitas sobre la virulencia y genes especificos que la

puedan causar.

JUSTIFICACION Y OBJETIVO GENERAL

Considerando los hechos ya mencionados, el objetivo de este trabajo es
una comparaciéon genodmica de la bacteria Rickettsia rickettsii con resultados
obtenidos en Mexicali, B. C. y en la base de datos del banco de genes del NCBI
de paises como Estados Unidos de América, Brasil, Colombia, entre otros. Con
el propdsito de marcar las diferencias encontradas y / o similitudes y de esta

forma realizar la basqueda de una vacuna especifica para esta bacteria.

OBJETIVO ESPECIFICO

Realizar una comparacion gendémica con las muestras mas intensas y
positivas a los genes gItA, 17 kDa y ompA obtenidas del laboratorio de salud
publica veterinaria, las cuales fueron enviadas al laboratorio de Eurofin Genomics
para su secuenciacion, y en base a los datos ya registrados en el banco de genes
del NCBI, realizar la comparacion deseada entre los diferentes paises con

registros de utilidad.



REVISION DE LITERATURA

Agente etioldgico

Las rickettsias son microorganismos que comparten caracteristicas tanto
de las bacterias como de los virus. Al igual que las bacterias, tienen enzimas y
paredes celulares, utilizan oxigeno y pueden ser controladas o destruidas por
los antibidticos. Al igual que los virus, pueden vivir y multiplicarse sélo dentro de
las células (Martinez et al. 2005).

R. rickettsii, bacteria gram negativa intracelular obligada con medidas de
0.8-2.0 um por 0.3-.05 pum. Estas bacterias se relacionan a artrépodos, y son
capaces de infectar a vertebrados, incluyendo los humanos, generalmente como

huéspedes accidentales (La Scola y Raoult, 1997).

Para ser mas especificos; en cuanto al género, Rickettsia se divide en dos
grupos muy importantes antigénicamente en funcion de sus lipopolisacéaridos: el
grupo tifus y el grupo de fiebre manchada de las montafias rocosas. La proteina
A de membrana externa rickettsial inmunodominante (ompA) existe solo en el
grupo de fiebre manchada. Otra proteina importante de la membrana externa,
ompB, existe en todas las especies de Rickettsia. ompA (190 kDa) y ompB (135
kDa) contienen epitopos de reactividad cruzada y especificos de especie que
proveen las bases para la serotipificacién de las rickettsias con la utilizacion de
ensayos microinmunofluorescentes indirectos. Datos obtenidos del genoma
podria ayudar en el desarrollo de vacunas y de nuevas herramientas de
diagnéstico (Walker, 2007) (Weinert et al., 2009).

Vectores

El principal vector y reservorio de la fiebre manchada de las montafias
rocosas (FMMR) es la garrapata. Rickettsiae son capaces de infectar y
multiplicarse en casi cualquier drgano del hospedero invertebrado. Cuando los

ovarios y los oocitos de una garrapata hembra se infectan, las rickettsiae



pueden ser transmitidas de manera transovarial (rango de 30-100%) a su
progenie. El porcentaje de huevecillos infectados de una hembra infectada
puede variar dependiendo de factores que aun estan por aclararse (Burgdorfer
& Varma 1967; Burgdorfer & Brinton 1975). Una vez infectado el huevecillo,
permanece infectado durante todos los estadios de la garrapata es decir se
presenta una transmision transestadial (Figura 1). Al infectarse las glandulas
salivales de la garrapata esta puede infectar a su hospedero vertebrado via
saliva durante la hematofagia, por lo tanto, todos los estadios; larval, ninfa y
adulto pueden ser potenciales infectivos para su hospedero vertebrado (D
Raoult & Roux 1997) (McDade, 1986).
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Figura 1. Ciclo de vida de Rickettsia rickettsii en la garrapata y en el mamifero
hospedero (McDade, 1986).

El reservorio natural de R. rickettsii incluye varios géneros y especies de
la familia Ixodidae; por ejemplo: la garrapata del perro americano (Dermacentor
variabilis) es el vector primario en la mayor parte de los Estados Unidos de
América, también encontramos la especie Dermacentor andersoni. La garrapata
café del perro (Rhipicephalus sanguineus) vector primario de R. ricketsii en



México. La garrapata cayenne (Amblyomma cajennense) es el principal vector
de R. ricketsii en Centro y Sudamérica. Sin embargo, se sospecha que existen
otras especies de garrapatas involucradas en la transmision de R. ricketsii
(Dantas-Torres, 2007).

Epidemiologia

La epidemiologia y distribucion geografica de las riquetsiosis transmitidas
por garrapatas, esta estrechamente relacionada con la presencia de sus
artropodos vectores, especialmente cuando estos cumplen el papel de
reservorios primarios de riquetsia (Merhej et al. 2014).

El agente etioldgico de la fiebre manchada de las Montafias Rocosas (FMMR) se
distribuye de manera amplia, aunque con poca frecuencia, en garrapatas duras
en todo el hemisferio occidental. En América del Norte y Central, los casos
confirmados de RMSF se han documentado en Canada, Estados Unidos, México,
Panama y Costa Rica. En México, FMMR se ha reportado en los estados de Baja
California, Sonora, Sinaloa, Durango, Coahuila y Yucatan. Los focos
hiperendémicos se han descrito repetidamente en comunidades en el suroeste
de Estados Unidos y el norte de México, vinculados directamente a un gran
namero de garrapatas R. sanguineus infectadas con R. rickettsii que resultan de
poblaciones no controladas de perros callejeros y de propietarios con perros

donde estos no tienen una restriccion en salidas (Dantas-Torres, 2007).

En el estado de Yucatan en abril del 2006 se documento6 un caso de fiebre
manchada de las montafias rocosas, el cual fue publicado en Emerging Infectious
Diseases, el caso fue fatal y ademas identificaron por PCR el agente etiologico
R. rickettsii (Zavala-Castro 2006).

En Nuevo Ledn especificamente en el Municipio de Linares, por primera
vez se aisld una riquetsia utilizando técnicas modernas de cultivo celular y
biologia molecular. Se identifico la riquetsia comparando material genético con la

base de datos de instituto nacional de biotecnologia de los estados unidos. Se



caracterizo la ultra-estructura usando técnicas de microscopia electronica. Este
fue el primer caso publicado de un aislamiento por cultivo celular en México
(Medina-Sanchez, 2005).

Sin embargo, en México la investigacion acerca de las fiebres por rickettsia
o rickettsiosis, no ha sido ampliamente estudiada, quizas debido a la necesidad
de infraestructuras, modernas, equipadas y controladas, para el manejo de este

microorganismo, que esta considerado como un agente de bioseguridad nivel 3.

Patogénesis de rickettsias

La inoculacién del microorganismo se produce de forma directa desde las
glandulas salivares mediante la picadura, en el caso de las rickettsias
transmitidas por garrapatas de especies pertenecientes al grupo de fiebre
manchada (GFM) y acaros (R. akari), o por medio de la inoculacion accidental de
heces contaminadas tanto de piojos (R. prowazekii) como de pulgas (R. typhiy
R. felis), al entrar en contacto con abrasiones cutaneas o conjuntivas (Xue-Jie y
Walker, 2006). Dentro del torrente sanguineo, las células endoteliales son el
blanco principal de infeccion, a excepcion de R. akari (tropismo por los
macrofagos), aunque también otras células se pueden ver afectadas
(perivasculares, monocitos y hepatocitos) (Uchiyama, 2012). Proteinas como los
antigenos de superficie celular y la proteina riquetsial de membrana externa A
(ompA), actian como mecanismos de adhesion; sin embargo, la ompB cumple
un papel fundamental al unirse de forma especifica al ligando celular Ku70 con
el fin de que se inicie el proceso de internalizacion mediante fagocitosis. Dentro
del citoplasma, las riquetsias escapan al fagosoma; Especies pertenecientes al
GFM, también pueden invadir el nacleo y desarrollar un movimiento intracelular
y de dispersion intercelular (posterior replicacién por fisién binaria) mediante
proteinas polimerizantes de actina como la RickA (asociada al complejo Arp2/3)
y Sca2 (Mansueto et al., 2012; Reed et al., 2014).



Por el contrario, las especies pertenecientes al grupo tifus (GT), aparte de
carecer de la ompA, no tiene la capacidad de polimerizar actina, por lo cual
Gnicamente se multiplican en el citoplasma (Mansueto et al., 2012). La
consecuencia final del paso intercelular a través de las células endoteliales
(GFM) y la multiplicacion excesiva intracitoplasmatica (GT), lleva a la disrupcion
y dafio endotelial directo, lo cual se traduce en una vasculitis de pequefios y
medianos vasos, caracteristica patognomonica de la infeccibn por estos

microorganismos (Sahni et al., 2013).

Genoma de rickettsias

Los tamafios de los genomas de rickettsias son pequefios y sus
secuencias estan disponibles para la mayoria de las especies validadas.
Actualmente, hay disponibles genomas de 23 de las 26 especies validadas de
riquetsia, y para 11 de estas especies, se encuentran disponibles genomas de 2
a 8 aislados (Cuadro.1) En comparacién con los genomas de las bacterias de
vida libre, los genomas rickettsiales exhiben varias propiedades inusuales. Estos
genomas son pequefios, desde 1.11 Mb hasta 2.1 Mb. Su contenido en G + C es
bajo y varia de 29% (R. typhi) al 33% (R. endosimbionte de |. scapularis) (Merhej
et al., 2009).

El tamafio del genomay el contenido genético de las bacterias en relacion
con su estilo de vida, demostraron que la degradacién del genoma,
especialmente la pérdida de genes, ha sido una fuerza impulsora en la
adaptacion de las rickettsias y otras bacterias intracelulares para vivir dentro de
las células eucaridticas. Al comparar el genoma de Rickettsia africae, organismo
levemente patdogeno en humanos, la especie mas patdgena R. conorii, Rickettsia
rickettsii y Rickettsia prowazekii, la hipétesis de que la degradacién del genoma

en rickettsias se asocié con el aumento de la virulencia (Fournier et al., 2003).

Sin embargo, los genomas rickettsiales también contienen una variedad

de genes o fragmentos de ADN repetidos o duplicados; Los genomas rickettsiales



contienen repeticiones palindrédmicas, modulos que codifican sistemas de
secrecion de tipo IV, tetratricopeptide que posiblemente desempefian un papel
en la patogenicidad al mediar interacciones con células eucariotas, médulos de

toxina-antitoxina (TA) y genes paraldgicos (Merhej et al., 2011).

Ademas, se han identificado varios elementos genéticos moviles. Estos
elementos incluyen plasmidos en al menos 10 especies, aunque anteriormente
se pensaba que las rickettsias carecian de pldsmidos. Un aspecto notable de los
plasmidos de rickettsia es que hay multiples plasmidos en varias especies (como
en R. felis, R. helvética). Ademas, los plasmidos en rickettsiae pueden ser
polimérficos, como se observa para Rickettsia felis, donde existe un plasmido en
forma de 62 kb y de 39 kb (Baldridge et al., 2008) (Ogata et al., 2005).

Cuadro 1. Caracteristicas principales de los genomas de rickettsia transmitidos
por garrapatas actualmente disponibles (Parola et al., 2013).

Species Strain Rickettsiosis Chromosome size ~ No. of G+Ccontent  Noncoding DNA
(kh) ORFs (%) (%)
R africae ESF-3 African tick bite fever 1278340 1,260 24 28
R australis Phillips Queensland tick typhus 1,297,390 1110 W) 26
Cutlack Queensland tick typhus 1,206,670 1,297 323 NA
R bellii QS0 85-389 Unknown pathogenesis 1,528,080 1470 2 20
RML369-C 1522076 1429 317 148
R. canadensis McKiel Unknown pathogenesis 1,159,722 1,129 311 26
CA410 Utknown pathogenesis 1,150,228 1,052 31 NA
R conorii subsp. conorii Malish Seven Mediterranean spotted fever 1,268.755 1374 324 19
R conorii subsp. indica ITTR Indian tick tvphus 1,240.482 1157 325 19.1
R. conorii subsp. caspia A-167 Astrakhan fever 1,260,331 1.210 33 18.8
R conorii subsp. israglensis ISTTCDC1 Israeli spotted fever 1,252,815 1,164 32 200
R heilongfiangensis 054 Far-Eastern tick-borne 1,278471 1,297 323 17
rickeftsiosis
R helvetica Capa Unnamed rickettsiosis 1,369,827 1135 322 15.9
R. honei EB Flinders Island spotted fever 1,268,758 1,284 324 19
R japonica YH Oriental spotted fever 1331743 1239 327 28
YH Oriental spotted fever 1,283,087 1,010 324 NA
R. massiliae Mtu3 Unnamed rickettsiosis 1,360,898 1436 325 £}
AZFTE0 Unknown pathogenesis 1,263,719 1,243 326 NA



R. montanensis QST §5-930 Unknown pathogenesis 1,279,798 1,254 326 NA

R. parkeri Portsmouth R. parkeri rickettsiosis 1,300,386 1,354 324 NA
R peacockii Rustic Unknown pathogenesis 1,288,492 984 33 NA
R philipii 364D Unnamed rickettsiosts 1,287,740 1,380 325 NA
R. raoultii RpAd SENLAT 1,275,089 1355 325 154
R. rhipicephal 3-T-femaled- Unknown pathogenesis 1,290,368 1,302 324 NA
CWPP
R rickettsii Sheila Smith Rocky Mountain spotted fever 1,257,710 1,382 324 24
Iowa Avtrulent 1,268,175 1421 324 NA
Arizona Rocky Mountain spotted fever 1,267,197 1,380 324 NA
Brazil Rocky Mountain spotted fever 1,255,681 1,369 325 NA
Colombia Rocky Mountain spotted fever 1,270,083 1,387 325 NA
Hipz2 Unknown pathogenicity 1,270,751 1345 325 NA
R. sibirica subsp. sibivica BJ-90 Siberian tick typhus 1,254,013 1,182 325 17.5
246 1,250,021 1,151 325 173
R. sibivica subsp. mongolitimonas HA-01 Lymphangitis-associated 1,252,337 1138 324 183
rickettsiosis
R. slovaca 13-B Tick-borne lymphadenitis 1,275,089 1,323 32.5 18.7
D-CWPP Tick-borne lvmphadenitis 1,275,720 1,386 325 NA
Ricketisia endosymbiont of xodes Unknown pathogenesis 1.821.709 2059 31 22
scapularis

Las especies de rickettsia también contienen hasta 5 autotransportadores,
proteinas con 3 dominios, una secuencia lider que media el transporte a través
de la membrana celular, una secuencia del pasajero y una secuencia
transportadora que se inserta como un barril B en la envoltura exterior para
transportar al pasajero a la superficie exterior de la pared celular. Entre los
autotransportadores, la proteina de membrana externa (omp) A esta presente
solo en las rickettsias en el grupo de la fiebre manchada, y ompB esta presente
en todas las especies de Rickettsia. Sca 1, Sca 2 y Sca 3 existen como genes
divididos (interrumpidos en 2—4 marcos de lectura abiertos) en al menos 1
especie de Rickettsia. Sca 4, que comparte la similitud de secuencia, no es un
autotransportador, porque carece del dominio del transportador (MacLeod et al.,
2004).
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Métodos de diagndstico

Las pruebas serologicas siguen siendo el método mas facil, mas utilizado
y mas ampliamente disponible para el diagndstico de la rickettsiosis. Se pueden
usar ensayos serolégicos mas sofisticados, como las técnicas de absorcion
cruzada (AC) y Western blotting (WB), para ayudar a diferenciar las infecciones
rickettsiales mediante la evaluacion de anticuerpos, pero estos métodos solo
estan ahora disponibles en el centro de colaboracion de la OMS en Marsella.
Francia. Aungue el cultivo es menos sensible que la serologia y PCR cuantitativo
(gPCR) para el diagnostico de la rickettsiosis transmitida por garrapatas,
recientemente se ha demostrado que las muestras de biopsia de piel (de erupcion
y/o escara) cultivadas en un centro de referencia pueden ser positivas incluso
cuando las pruebas son negativas y que un resultado negativo por el uso de
ensayos moleculares no excluye el diagndstico de rickettsiosis (Angelakis et al.,
2012).

La prueba seroldgica por medio de IFI (inmunofluorescencia indirecta) es
el método de referencia. Sin embargo, aunque es de facil acceso y manejo, es
de utilidad diagnéstica retrospectiva y, debido a las caracteristicas antigénicas
compartidas, presenta reacciones cruzadas entre las diferentes especies del
género Rickettsia, sobre todo cuando pertenecen a un mismo grupo (grupo de
las fiebres manchadas, grupo del tifus, etc.). Esta es la prueba mas utilizada en
las Américas para estudios de seroprevalenciay como método diagnéstico frente
a infecciones por rickettsias.

Otro método en el cual se utilizan muestras de suero, es el Western Blot
asociado a inmunoabsorcion cruzada. Tiene la ventaja de identificar la especie
de riguetsia involucrada en determinada infeccion, descartando reacciones
cruzadas con otras especies. Esta prueba se basa en la absorcion de anticuerpos
homologos y heterdlogos presentes en el suero del paciente que, posteriormente,
son verificados por medio del Western Blot al unirse o no hacerlo a proteinas
antigénicas de las diferentes especies de riquetsia. Si se presenta la absorcion

de ambos anticuerpos, la especie de riquetsia utilizada en la mezcla con el suero,
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se identifica como el agente etioldgico; mientras que, si Unicamente se remueven
los anticuerpos heterélogos, la especie en la mezcla se identifica como el agente
causal de la reaccion cruzada, este es un método costoso y que requiere de
tiempo considerable de dedicacion (Raoult y Parola, 2007).

La inmunohistoquimica, el cultivo celular y la amplificacion por medio de
gPCR y PCR convencional de genes conservados del género Rickettsia, son
utilizados con mayor frecuencia en el mundo, de forma Unica y en combinacion,
siendo posible la determinacion de las especies patdgenas de riquetsia, de una
forma rapida, eficaz y directa. Estos métodos son los Unicos que pueden proveer
un diagnostico acertado durante la fase aguda de la enfermedad. Sin embargo,
las muestras de mayor accesibilidad en los pacientes, como las de sangre, no
suelen contener el suficiente nUmero de microorganismos para su adecuada
amplificacion y caracterizacion. La mayor utilidad de estos métodos esta en casos
con lesiones dermatolégicas que se prestan para practicar biopsia y que
contienen considerable nUmero de microorganismos viables, como la escara de

inoculacion (Raoult y Parola, 2007).

Genotipificacion de cepas de R. rickettsii

Las comparaciones de la virulencia de cepas "orientales" versus
"occidentales" en sistemas de modelos animales sugirieron una enfermedad
menos grave causada por cepas orientales, aunque existe una variacion
significativa en la virulencia. Las bases moleculares para estas diferencias en la
virulencia son desconocidas. Con sistemas genéticos limitados, ha sido dificil
identificar los factores de virulencia en R. rickettsii. Se han identificado varias
diferencias gendmicas entre la cepa virulenta de R. rickettsii Sheila Smith y la
avirulenta R. rickettsii lowa, incluida la ausencia de proteina riquetsial de
membrana externa A (ompA) de la avirulenta (Cuadro 2). Esta comparacion

reveld distinciones importantes, el nUmero de polimorfismos hace que sea dificil

12



determinar cuales son los responsables de la variacién en la virulencia entre

estas dos cepas (Ellison et al., 2008).

Distincién gendmica de cepas virulentas y avirulentas de R. rickettsii. Las
dos cepas occidentales, Sheila Smith y R, mostraron un alto grado de identidad,
mientras que las dos cepas orientales (Morgan e lowa) fueron mas similares entre
si. Sin embargo, las dos cepas occidentales eran casi tan diferentes de la
virulenta cepa Morgan como lo eran de la avirulenta cepa lowa. En particular,
ambas cepas occidentales mostraron la delecion de 10 kb que se superpone a
los restos de una proteina de membrana integral predicha que esta intacta en
otras especies rickettsiales. Exclusivo de esta gran eliminacion, hubo
aproximadamente un 99% de identidad entre las cuatro cepas de R. rickettsii.
Solo 12 polimorfismos de un solo nucleétido (SNPs) no sinbnimo (ompA), seis
SNPs sindnimos y ocho SNPs en regiones intergénicas distinguieron a Sheila
Smith de la cepa R. Una Unica insercién en el marco de 588 pb en una hipotética
proteina que contiene repeticiones de anquirina de S. S. también distinguio estas
dos cepas. De manera similar, solo ocho SNPs no sinénimo distinguieron
especificamente las cepas Morgan y lowa (diferencias de secuencia que se
observaron solo en la cepa de lowa y ninguna de las cepas virulentas se
redujeron mas adelante). Ocho inserciones / deleciones, cinco en regiones no
codificantes y tres regiones codificantes, completan estas incidencias entre lowa
y Morgan. Solo 10 SNP no sinénimo son exclusivos de la cepa lowa, al igual que
8 SNP sin6nimos y 11 SNP en regiones no codificadas. Una eliminacién de un
solo nucleétido del gen ompA cambia el marco de lectura abierto de lowa y evita

la expresion de ompA.

Las cepas virulentas pueden contener una disminucion adicional de la
liberacion de 891 pb en ompA que la diferencia de la cepa de lowa. Una proteina
gue contiene repeticion de anquirina (Rrlowa_290) esta truncada en la cepa lowa,
pero una transicion A a G restaura el marco de lectura abierto en cada una de las

cepas virulentas (Ellison et al., 2008) (Anderson et al., 1990).
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Cuadro 2. Genomas para genotipificacion y comparacion (Ellison et al., 2008)

Banco de genes Genomas de Kb ORF’s Cepa
namero de acceso R. rickettsii
(CP000766.3) lowa 1.268.201 1,567 avirulenta
(CP000848.1) Sheila Smith | 1.257.710 1,382 virulenta
(CP003307.1) Arizona 1.267.197 1,380 virulenta
(CP003305.1) Brazil 1.255.681 1,369 virulenta
(CP003306.1) Colombia 1.270.083 1,387 virulenta
(CP003311.1) Hip#2 1.270.751 | 1,345 virulenta
(CP006010.1) Morgan 1.269.809 - virulenta
(CP006009.1) R 1.257.005 - virulenta
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MATERIALES Y METODOS

El presente estudio se llevé acabo en Mexicali, Baja California, en el
laboratorio de salud publica veterinaria del Instituto de Investigaciones en
Ciencias Veterinarias, el cual incluyé un analisis previo de 24 muestras
sanguineas de pacientes humanos positivos a Rickettsiosis y 1 muestra de tejido
de un mismo paciente positivo, obtenidas del banco de sangre del laboratorio de
salud publica del programa de educacién preventiva de Rickettsiosis; Donde al
terminar la evaluacion de las muestras, se tomo la decision de tomar 3 de las
muestras mas intensas para su purificacién y envio a secuenciacién al laboratorio
de Eurofin Genomics. La duracion del estudio fue de 23 meses, del 1 de agosto
del 2019 al 09 de junio del 2021, debido a la actual pandemia.

Una vez se recibid la informacion del laboratorio de Eurofin Genomics se
procedid a la revision de literatura en el NCBI, al analisis de los datos obtenidos
en las muestras utilizando la aplicacion de BioEdit para observar y evaluar el
cromatograma, alineacion de las secuencias, detectar cambios en las
secuencias, entre otros. Tambien se utilizé otra aplicacion llamada BLAST.NCBI
para la comparacion de la secuencias ya alineadas y listas para comparar; para

poder determinar diferencias y/o similitudes que encontradas en las muestras.
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METODOLOGIA

Con 24 muestras sanguineas se realizé la extraccion de ADN con el kit
DNeasy Blood & Tissue (250) (QIAGEN, Hilden, Germany) con las siguientes
modificaciones: en el proceso de precipitacion de ADN, la incubacion con termo-
mezclador a 70°C por 15 minutos y centrifugar por 3 segundos. Para los genes
de 17kDa, ompA, y gltA de R. rickettsii (Cuadro 4). Se prosiguio a colocar las
extracciones en el termociclador (TECHNE-GENIUS) el cual esta programado
para realizar los ciclos de temperaturas necesarios para la amplificacion de ADN
descritos por Tzianabos et al. 1989. Una vez finalizado el proceso de
amplificacion de ADN, se prosiguié a la realizacion de electroforesis (Thermo
Scientific Owl B2) utilizando un gel de agarosa al 1.5% (Agarose LE, Analytical
Grade Promega) en solucibn amortiguadora TAE 1X (Tris acetato, EDTA),
utilizando SafeView Classic (Applied Biological Materials). Se observé ADN
rickettsial en las muestras amplificadas utilizando un transiluminador UV (Ultra
Lum, Fisher Scientific). Al presenciar que las muestras presentaron bandas
intensas y no tan intensas, se optd por recolectar 3 muestras con bandas muy
intensas para realizar la purificacion de estos productos de PCR con ADN
rickettsial con BIONEER-AccuPrep®PCR/Gel Purification kit (K-3037, K-3038).
Para después enviarlos a secuenciacion al laboratorio de Eurofins Genomics en

Louisville, Kentucky.

Cuadro 3. Iniciadores utilizados para secuenciacion de R. rickettsii

Rickettsia Secuencia de oligonucledtidos 5-3 Tamaiio
rickettsii amplificado
(pb)
Tz-15-19(5 TTCTCAATTCGGTAAGGGC-3")
Gen 17Kda 246
Tz-16-20(5'ATATTGACCAGTGCTATTTC-3')
Gen glitA. CS-78 (5" GCAAGTATCGGTGAGGATGTAAT)
(citrato 401

) CS-323 (5' GCTTCCTTAAAATTCAATAAATCAGGAT)
sintasa)

Rr190.70p (5-ATGGCGAATATTTCTCCAAAA)

Gen OmpA | pr190.602n (5-AGTGCAGCATTCGCTCCCCCT) 232

16



RESULTADOS

Secuenciacion comparativa

Cuadro 4. Comparacion de muestras secuenciadas con genes para R. rickettsia

No. De Region analizada No. De % de Diferencia de
muestras Principio | Final | Longitud | diferencias | identidad | secuencias

secuenciadas 4 ¢

105| C | T

109 | T | A

111 | T | C

BMFngf: 201 60 | 200 | 351 9 100% | 187 | C | T

193 | A | G

200 T | C

203| T | A

209 | A | T

BMFJ35-110 50 360 677 0 100% |[296 | - | A

gltA 360 | T | -

BMFJ39-110 60 470 913 0 100 % - - -
OmpA

BMFJ40-118 120 520 914 2 99.75% (158 | C | G

OmpA 483 | T | G

BMFJ43- 110 60 190 363 0 100 % - - -
17kDa

BMFJ44-118 65 170 376 2 100% |[103| C | A

17kDa 106 | T | A
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DISCUSIONES

Realizando las comparaciones por medio de BioEdit y tomando
referencias de porcentajes de similitud encontrados en BLAST.NCBI se obtuvo

la siguiente informacion:

BMFJ34 — muestra 20, gen gltA: La regién analizada ya alineada fue de
351 pares de base en total; se inici0 en la posicion numero 60 y termind en la
posicion 209, donde se observaron 9 diferencias en total en las diferentes
posiciones ya mencionadas. El porcentaje de identidad se determiné realizando
la comparacion en el banco de genes de NCBI; Comparando en al menos 5
resultados, se observo que la muestra dio como resultado 100% de porcentaje
de identidad para Rickettsia sp, Rickettsiia rickettsii; Correspondiente a gen gltA,
Query cover de 99%; E value de 2e-70; Y cada uno de los otros resultados

evaluados tuvieron una longitud entre 350-1136 pares de base.

BMFJ35 - muestra 110, gen gltA: La regidén analizada y alineada fue de
677 pares de base en total; posicién 50 a posiciébn 360 donde no se observo
alguna diferencia destacable; solo se encontraron 2 deleciones de par de base
en diferentes posiciones que al verificar en el cromatograma se podia encontrar
el par de base faltante y este coincidia con la secuencia alineada. En cuanto al
porcentaje de identidad, se observé que la muestra tuvo un 100% de porcentaje
de identidad para Rickettsia sp, R. rickettsii de las cepas Morgan, R y clon de
cepa lowa; Correspondiente a gen gltA; Querry cover de 99%; E value de 2e-159;
longitud de 382 — 1,268,242 pares de base; En donde la ultima longitud hace
referencia al genoma completo de la bacteria R. rickettsii.

BMFJ39 - muestra 110, gen ompA: La region analizada y alineada fue de
913 pares de base en total; posicion 60 a posicion 470 donde no se observo
alguna diferencia. En cuanto al porcentaje de identidad, se observo que la

muestra tuvo 100% de identidad para R. rickettsii, correspondiente al gen de la
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proteina de membrana ompA; Querry cover de 100%; E value 0.0; longitud de
431 a 503 pares de base.

BMFJ40 — muestra 118, gen ompA: La region analizada y alineada fue de
914 pares de base en total; posicién 120 a posicion 520; donde se observaron 2
diferencias en las posiciones ya mencionadas. En el porcentaje de identidad, se
observo que la muestra tuvo 99.75% de identidad para R. rickettsii, con el gen
para la proteina de membrana ompA; Querry cover de 100%; E value 0.0; longitud
de 431 a 503 pares de base.

BMFJ43 - muestra 110, gen 17kDa: La region analizada y alineada fue de
363 pares de base en total; en la posicién 60 a posicion 190; donde no se observo
alguna diferencia. En el porcentaje de identidad se observé que la muestra tuvo
100% de identidad para R. parkeri, Rickettsia sp. Y R. rickettsii, con el gen de 17
kDa; Querry cover de 100%; E value 7e-60; longitud de 434 a 1, 348, 030 pares
de base. En donde la ultima longitud hace referencia a una cepa R. parkeri de la

selva atlantica donde mencionan que es el genoma completo de la misma.

BMFJ44 — muestra 118, gen 17kDa: La regién analizada y alineada fue de 376
pares de base en total; en la posicion 65 — 170; donde se observaron 2 diferencias
en las posiciones ya mencionadas. En el porcentaje de identidad, se observo que
la muestra tuvo 100% de identidad para R. parkeri, Rickettsia sp. Y R. rickettsii,
con el gen de 17 kDa; Querry cover de 100%; E value 4e-46; longitud de de 434
a 1, 348, 030 pares de base. En donde la ultima longitud hace referencia a una
cepa R. parkeri de la selva atlantica donde mencionan que es el genoma

completo de la misma.
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CONCLUSIONES

Al comparar las muestras secuenciadas con los resultados en el banco de
genes podemos concluir que, si hay diferencias, podemos encontrar
inserciones, deleciones de pares de base, polimorfismos de un solo

nucleotido; aunque sean minimas entre cada resultado, pero las hay.

Rickettsia rickettsii es una bacteria con un genoma pequefio y dificil de
descifrar siendo la amplificacion la mejor opcion para la obtencion de
informacion que la relacione con patogenicidad, ya que hasta la fecha no se
ha logrado.

Existen muchas similitudes entre el género de Rickettsia y ain mas en cada
especie que se subdivide o que tiene un subgrupo de ella misma, ya que las

diferencias varian alrededor de 1%.

Las rickettsiosis estan distribuidas en general en el continente americano sin
mostrar un patrén endémico. Al igual que las especies de garrapatas ya que
se pueden encontrar varios géneros de estas en areas donde no las

encontraban antes o no sabian que habia en ese lugar.

Hacen falta mas estudios relacionados a Rickettsia rickettsii en particular y
mas en México sobre todo en regiones donde se ven afectadas como

Mexicali, Sonora y Sinaloa.
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ANEXO

Llaves de acceso del banco de genes que se compararon con cada una de las

muestras:

BMFJ34 — muestra 20, gen gltA: Rickettsia rickettsii: MH194350.1, Rickettsia sp:
KY490997.1, LC456208.1, MG906678.1, MH177455.1 estudio basado en

garrapata Haemaphysalis longicornis.

BMFJ35 - muestra 110, gen gltA: Rickettsia sp: KY490997.1, Rickettsia
rickettsii:CP018914.1, CP018913.1, CP006010.1, CP006009.1.

BMFJ39- muestra 110, gen ompA: Rickettsia rickettsii: MN388788.1,
MK350321.1, MK744157.1, MF678551.1, MF678550.1.

BMFJ40 — muestra 118, gen ompA: Rickettsia rickettsii: MN388788.1,
MK350321.1, MK744157.1, MF678551.1, MF678550.1.

BMFJ43 - muestra 110, gen 17kDa: Rickettsia parkeri: MK814827.1,
MK814826.1, CP040325.1; Rickettsia sp: MN388800.1; Rickettsia rickettsii:
MK744159.1.

BMFJ44 — muestra 118, gen 17kDa: Rickettsia parkeri; MK814827.1,
MK814826.1, CP040325.1; Rickettsia sp: MN388800.1; Rickettsia rickettsii:
MK744159.1.
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH194350.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=C03KPVTB016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY490997.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=C03KPVTB016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/LC456208.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=C03KPVTB016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MG906678.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=C03KPVTB016
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MH177455.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=C03KPVTB016
https://www.google.com/url?sa=i&url=https%3A%2F%2Fen.wikipedia.org%2Fwiki%2FHaemaphysalis_longicornis&psig=AOvVaw32DXWEDAOspyBe9j4YPu_r&ust=1623292004708000&source=images&cd=vfe&ved=2ahUKEwjepN2LwInxAhX_HjQIHS1HBG8Qr4kDegUIARC2AQ
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/KY490997.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=C08JVEC1013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP018914.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=C08JVEC1013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP018913.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=C08JVEC1013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP006010.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=C08JVEC1013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP006009.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=C08JVEC1013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN388788.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=C0K0RCBN013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK350321.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=C0K0RCBN013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK744157.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=C0K0RCBN013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF678551.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=C0K0RCBN013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF678550.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=C0K0RCBN013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN388788.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=C0K0RCBN013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK350321.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=C0K0RCBN013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK744157.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=C0K0RCBN013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF678551.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=C0K0RCBN013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MF678550.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=C0K0RCBN013
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK814827.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=C0RMT5CV01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK814826.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=C0RMT5CV01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP040325.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=C0RMT5CV01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN388800.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=C0RMT5CV01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK744159.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=C0RMT5CV01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK814827.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=1&RID=C0RMT5CV01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK814826.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=2&RID=C0RMT5CV01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/CP040325.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=5&RID=C0RMT5CV01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MN388800.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=3&RID=C0RMT5CV01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/MK744159.1?report=genbank&log$=nucltop&blast_rank=4&RID=C0RMT5CV01R

