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RESUMEN

Una gran cantidad de bacterias y parasitos transmitidos por garrapatas son
considerados como patdgenos de gran importancia, volviéendose un problema
relevante para la salud publica ya que la mayoria de estos pueden infectar a
humanos.En México existe informacion limitada en cuanto a la prevalencia de
enfermedades transmitidas por garrapatas y patdgenos zoonoticos en humanos,
perros y garrapatas. En los estados del norte del pais; Baja California y Sonora, se
han documentado prevalencias de la garrapata café del perro, Rhipicephalus
Sanguineus En los estados del norte del pais; Baja California y Sonora, se han
documentado prevalencias de la garrapata café del perro, Rhipicephalus
Sanguineus vector de varias enfermedades entre las que se destacan: Ehrlichia
canis, Coxiella burnetii, Rickettsia conorii, y Rickettsia rickettsii. La fiebre
manchada de las montafias rocosas (FMMR) es causada por Rickettsia rickettsii,
bacteria intracelular obligada, enfermedad zoonética de gran importancia; por su
alta mortalidad (hasta el 30% en pacientes no tratados a tiempo con antibi6ticos),
por su signologia inespecifica, por ser polisistémica y por su curso corto (12 dias)
Walker (1995).

Por lo tanto el objetivo de este estudio fue utilizar diferentes tipos de diagndstico
para detectar y caracterizar Rickettsiia rickettsii y Borrelia burgdorferi en humanos,
perros y garrapatas.

En el estudio descriptivo seccional cruzado, incluyé 384 muestras de humanos de
Ensenada, Baja California. Los anticuerpos contra R. rickettsii fueron medidos con
el kit R. rickettsii ELISA® Helica Biosystems, Inc., de uso en perros adaptado para
humanos utilizando un conjugado anti-IgG humana. Para determinar la sensibilidad
y la especificidad en humanos se sometieron 32 muestras a IFA. Para el
diagnostico molecular de R. rickettsii en perros y garrapatas se utilizaron
iniciadores especificos. La seroprevalencia ajustada de riquetsiosis por R. rickettsii
en humanos fue de 3.1% (95% IC 0.8-5.3). La sensibilidad y especificidad de la
prueba modificada para su uso en humanos fue de del 84% y 94%
respectivamente. La identificacion molecular de la bacteria en perros y garrapatas
mostré una homologia con R. rickettsii del 100% y 99% respectivamente con las

secuencias reportadas en el GenBank.



La enfermedad de Lyme es una enfermedad emergente transmitida por garrapatas,
esta espiroqueta puede causar dafios multisistémicos en los humanos. En los
1980, fue identificada por primera vez el agente causal de la enfermedad Borrelia
burgdorferi sensu lato (Burgdorfer, 1984; Dunlop and Williams, 1996; Manley, 1996)
esta enfermedad es considerada una de las mas importantes infecciones
transmitidas por garrapatas a humanos en Europa y los Estados Unidos de Norte
Ameérica (Schmid GP, 1985). Diferentes estudios sugieren que la infeccion de
Borrelia burgdorferi es endémica en México. Se obtuvo evidencia molecular de B.
burgdoferi al amplificar secuencias de DNA correspondientes a la espiroqueta
procedente de liquido sinovial de perros con artritis de la zona urbana de Monterrey
(Salinas 1999). También un estudio realizado en la ciudad de Mexicali, se obtuvo
una seroprevalencia del 6.8% en perros infestados por R. sanguineus es
importante resaltar que no se ha registrado la presencia de otro vector en esa area
(Tinoco et al.,, 2008). En base a lo anterior se realiz6 un estudio en el que se
incluyeron 384 muestras de humanos, 32 de perros con signologia clinica
sugerente a Borreliosis y 11 garrapatas procedentes de la Cd. de Ensenada, se
realiz6 PCR a la totalidad de las muestras, para esto se utilizaron oligos especificos
para Borrelia burgdorferi FLA y BB. Los resultados de PCR de humanos fueron
negativos en su totalidad, en cuanto a perros 21% (7/32) resultaron positivos a la
tecina de PCR utilizando los iniciadores FLA para Borrelia burgdorferi sensu lato y
el 31% (10/32) resulto positivo a la técnica cuando se utilizaron los iniciadores BB
especificos para Borrelia burgdorferi sensu stricto, el 36%(4/11) de las garrapatas
Rhipicephalus sanguineus resultaron positivas a la técnica de PCR utilizando los
iniciadores FLA y el 54% (6/11) utilizando los iniciadores BB.



ABSTRACT

A great amount of bacteria and parasites transmitted by ticks are considered as
pathogens of high importance, becoming a relevant problem for the public health
since the majority of them can get humans infected. In Mexico, there is limited
information in regards to the prevalence of the diseases transmitted by ticks and
pathogens zoonoticos in humans, dogs and ticks. In the northern states of the
country; Baja California and Sonora, prevalences of the Rhipicephalus sanguineus
have been documented. Rhipicephalus sangineus is a vector of various diseases
the most common are: Ehrlichia canis, Coxiella burnetti, Rickettsia conorii, and
Rickettsia rickettsii. The Rocky Mountain spotted fever (FMMR) is caused by
Rickettsia rickettsii, obligated intracellular, zonotic disease of high importance
because of its mortality (on patients that did not receive antibiotics on time up to
30%), because of its unspecified clinical sings and because can affect different
systems.

Only limited information is currently available on the prevalence of vector borne and
zoonotic pathogens in dogs and ticks in México. The aim of this study was to use
different techniques to detect and characterize Rickettsia rickettsii and Borrelia
burgdorferi in humans, dogs and ticks. This observational cross-sectional
descriptive study included 384 samples of humans in Ensenada, Baja California.
Antibodies against R. rickettsii were measured with the kit R. rickettsii ELISA ®
Helica Biosystems, Inc., adapted for use in humans using a human anti-human IgG
conjugate. To determine the sensitivity and specificity in 32 human samples were
submitted to IFA. For the molecular diagnosis of R. rickettsii in dogs and ticks
specific primers were used. The seroprevalence adjusted rickettsiosis in humans
was 3.1% (95% IC, 0.8-5.3). The sensitivity and specificity of the modified test for
human use was 84% and 94% respectively. Molecular identification of the bacteria
and ticks in dogs showed a 100% and 99% homology with R. rickettsia, respectively
with the sequences reported in GenBank.

Lyme disease is an emerging tick-borne spirochetal infection that can cause
multisystem human illness. In the 1980s, the causative agent of Lyme disease,
Borrelia burgdorferi sensu lato, was first identified within the guts of vector ticks
(Burgdorfer, 1984; Dunlop and Williams, 1996; Manley, 1996) and the disease is



currentrly considered the most important vector-borne human infection in Europe
and the United States (Schmid GP, 1985).

Studies have suggested that Borrelia burgdorferi infection might be endemic to
Mexico (Gordillo et al., 1999; Gordillo et al., 2003 Tinoco et al., 2008). Molecular
evidence of B. burgdorferi was also found by amplification and DNA selected
sequences from synovial fluid samples from dogs with arthritis, which suggests the
presence of Lyme disease in the Monterey area (Salinas 1999). In a study in the
city of Mexicali, Mexico, seroprevalence to this spirochete was determined using the
semiquantitative kit B. burgdorferi ELISA, which resulted in 6.8%, with this results
they confirm the existence of B. burgdorferi in dogs in an area where Rhipicephalus
sanguineus is the only tick that has been indentified so far (Tinoco et al., 2008).
Based on the previous information, a study was conducted which included 384
human samples, 32 dogs samples with clinical markers suggesting borreliosis and
ticks from Ensenada, Baja California. PCR was performed on all the samples
utilizing primers specifically to indentify borrelias burgdorferi FLA Y BB.

The results for the human samples were negative, for dogs 21% of dogs tested
positive for FLA and 31% for BB. The ticks tested positive for FLA 36% of the
sample and 54% for BB.

Keywords: Tick-borne, zoonoses, public healt.



INTRODUCCION
Una gran cantidad de bacterias y parasitos transmitidos por garrapatas son
considerados como patégenos de gran importancia, volviéndose un problema
relevante para la salud publica ya que la mayoria de estos pueden infectar a
humanos. Al ser hematéfagos las garrapatas son capases de transmitir agentes
infecciosos como bacterias, virus y protozoarios (Shaw et al., 2001). Hasta 1996
fueron mundialmente reconocidas 896 especies 0 subespecies de garrapatas
(Camicas et al., 2006). En México se han reconocido 24 especies que parasitan:
anfibios (2 especies), reptiles (6 especies), pajaros (2 especies) y mamiferos (14
especies), distribuidas mayormente en la region tropical (Guzman et al., 2006).
En los estados del norte del pais; Baja California y Sonora, se han documentado
prevalencias de la garrapata café del perro, Rhipicephalus Sanguineus (Tinco et al.,
2009, Alvarez y Contreras 2013), al igual que en los estados colindantes Arizona
(Demma et al., 2005) y California (Fritz et al., 2009).
Entre las principales enfermedades zoonoéticas transmitidas por garrapatas se
encuentran: la enfermedad de Lyme, erliquiosis, babesiosis, fiebre de las montafias
rocosas, fiebre de la garrapata de Colorado, tularemia, fiebre Q, pardlisis por
garrapatas, fiebre botonosa y encefalitis por garrapata (Spach et al., 1993).
Rhipicephalus sanguineus es vector de varias enfermedades entre las que se
destacan: Ehrlichia canis, Coxiella burnetii, Rickettsia conorii, y Rickettsia rickettsii.
En los ultimos afios diversas bacterias transmitidas por vectores han sido
identificadas en humanos, animales y vectores de los estados del norte del pais; en
Baja California se han identificado diversas bacterias rickettsiales y espiroquetas
transmitidas por la garrapata Rhipicephalus sanguineus; Erhlichia (E. canis) en
perros (Haro et al., 2007), Borrelia burgdorferi en perros y garrapatas (Tinoco et al.,
2009), Rickettsia rickettsii en humanos, perros y garrapatas (Field et al., 2015). En
el Hospital Infantil del Estado de Sonora (HIES) desde el afio 2004 se han
registrado 121 casos de FMRR y 35 de esos nifios han fallecido (Alvarez y
Contreras 2013).
Los perros son susceptibles a varias de estas enfermedades y estan expuestos
frecuentemente a las garrapatas. Por ello es recomendado hacer muestreos de
animales y vectores para la identificaciébn de patdégenos, por estos motivos son
buenos indicadores para evaluar el riego a humanos en zonas endémicas (Roux
and Raoult 1999).



Diferentes métodos de diagnoéstico han sido utilizados para evaluar la existencia de
enfermedades transmitidas por garrapatas; Los métodos moleculares como PCR
tiempo real y punto final. También existen las pruebas seroldgicas que son las mas
comunmente utilizadas para estudios epidemiolégicos de enfermedades
riquetsiales dentro de estas se destacan las siguientes: Fijacion de complemento,
hemoaglutinacion indirecta, aglutinacion latex, ELISA, inmunoperoxidasa, ensayo
de inmunoblot e inmunoflorecencia. Los métodos seroldgicos tienen la desventaja
de tener reacciones cruzadas, pero son frecuentemente utilizados para estudios de
seroprevalencia.

El cultivo celular fue uno de los primeros métodos de diagndstico, en la actualidad
se realiza para otros fines de investigacion (Parola y Raoult., 2001). El método de

diagndstico de eleccidon dependera del objetivo del mismo.



ARTICULO 1.
Rickettsiosis: seroprevalencia en humanos e identificacion molecular de
Rickettsia rickettsii en perros y garrapatas de Ensenada, Baja California,
México.
L Tinoco-Gracia®, A Escarcega-Avila?, A Barreras-Serrano®, J Field-Castro®, G
Lépez-Valencia®
4Instituto de Investigaciones en Ciencias Veterinarias, Universidad Autbnoma de
Baja California, México.
PEscuela Ciencias de la Salud, Ensenada, Universidad Auténoma de Baja

California, México.

*  Fracc. Laguna Campestre Carr. A San Felipe Km 3.5. Mexicali,
Baja California, México; abarreras@uabc.edu.mx

SUMMARY

An observational, descriptive, cross-sectional study was carried out to estimate
rickettsiosis seroprevalence in humans from Ensenada, Baja California, in the
northwest of Mexico. 384 blood samples were included in the study. Antibodies
against Rickettsia rickettsii were measured with a commercial kit suitable for use in
dogs using a human anti-human IgG conjugate. Furthermore, a molecular
identification of R. rickettsii in dogs and ticks, using specific primers were realized.
Also, risk factors and clinical manifestations were evaluated in association with
seropositivity. In the hypothesis concerning a difference between two proportions for
gender, age and occupation groups a Chi-squared test was used, and Odds Ratio
(OR) as association measure at 95% CIl. The human rickettsiosis seroprevalence
was 3.1 %. The sensitivity and specificity of the modified test for human use was
84% and 94% respectively. Molecular identification of the bacteria and ticks in dogs
showed a 100% and 99% homology with R. rickettsia, respectively with the
sequences reported in GenBank. No significant differences associated with gender,
age, occupation, household dogs, pet deworming program against ticks, type of
yard and dogs mobility between home and the street were observed. Clinical signs
associated (P< 0.05) with rickettsiosis were: epistaxis, vomiting, arthralgia, and
myalgia.

key words: Rickettsia rickettsii , humans, epidemiology, seroprevalence .
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RESUMEN

Un estudio observacional, descriptivo, seccional cruzado, se llevdo a cabo para
estimar seroprevalencia en humanos a rickettsiosis en Ensenada, Baja California,
al noroeste de México e incluyé 384 muestras de sangre. Los anticuerpos contra
Rickettsias del grupo de las fiebres manchadas fueron medidos con un kit
comercial de uso en perros con (antigeno de Rickettsia rickettsii) adaptado para
humanos utilizando un conjugado anti-lgG humana. Ademas, se realizd una
identificacion molecular de R. rickettsii en perros y garrapatas utilizando iniciadores
especificos. También, se evaluaron factores de riesgo y manifestaciones clinicas
en su asociacién a la seropositividad. En la prueba de igualdad de proporciones de
seropositividad entre los grupos de género, edad y ocupacion se utilizd Chi-
cuadrada y como medida de asociacion, la razon del producto cruzado (OR) junto
con IC95%. La seroprevalencia a rickettsiosis en humanos fue del 3,1%. La
sensibilidad y especificidad de la prueba modificada para su uso en humanos fue
de del 84% y 94% respectivamente. La identificacibn molecular de la bacteria en
perros y garrapatas mostr6 una homologia con R. rickettsii del 100% y 99%
respectivamente con las secuencias reportadas en el GenBank. No se detectaron
diferencias estadisticamente significativas asociadas al sexo, edad, ocupacion,
perros en hogar, programa de desparasitacion de mascotas contra garrapatas, tipo
de patio y movilidad de perros entre el hogar y la calle. Los signos clinicos
asociados (P<0,05) a rickettsiosis fueron: epistaxis, vémito, artralgias y mialgias.
Palabras clave: Rickettsia rickettsii, humanos, epidemiologia,

seroprevalencia.
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INTRODUCCION
La fiebre manchada de las montafias rocosas (FMMR) es causada por Rickettsia
rickettsii, bacteria intracelular obligada trasmitida por garrapatas. Esta enfermedad
zoonotica es importante por su alta mortalidad (hasta el 30% en pacientes no
tratados a tiempo con antibidticos), por su signologia inespecifica, por ser
polisistémica y por su curso corto (12 dias) Walker (1995).
En México a pesar de la existencia de areas, que reunen condiciones geograficas,
epidemiologicas, demograficas y socioecondémicas, que favorecen la presencia de
vectores transmisores de rickettsias, poca informacién se ha generado sobre el
tema (Bustamante and Pon 2011).
En México R. sanguineus es reconocido como el principal vector transmisor de R.
rickettsii, en algunas partes de Africa, Asia y Europa, es considerado como vector
de R. conorii (Burgdorfer et al., 1975).
Tinoco et al (2009) en un estudio con perros, llevado a cabo en la Ciudad de
Mexicali, Baja California, México, encontraron que el 59,6% (56/94) resultd
parasitado por garrapatas, de las cuales el 100% fueron identificadas por su
morfologia como R. sanguineus, uno de los vectores potenciales de R. rickettsii
siendo este el Unico vector identificado en Mexicali Baja California y sus
alrededores. Anteriormente Romano et al (1998) reportaron el 16,6% (5/30) de
seroprevalencia para rickettsiosis en perros en Mexicali. En el 2011 a causa de un
brote de rickettsiosis en humanos la Secretaria de Salud a través del sistema
nacional de vigilancia epidemiolégica reportaron 734 casos probables y 278
confirmados por serologia (Bustamante and Pon 2011).
En 2011se identificaron molecularmente la bacteria R. rickettsii en la zona
fronteriza de Mexicali Baja California, y resulté diferente genéticamente a las
encontradas en norte, centro y sur América. Ademas caracterizaron
molecularmente a la garrapata R. sanguineus presente en Mexicali BC, con
diferencias genéticas respecto a la R. sanguineus estadunidense (Eremeeva et al.,
2011).
Dentro de los métodos de diagnostico eficaces para esta enfermedad se
encuentran: el cultivo de la bacteria, el PCR, el Western blot, la IFI
(Inmunofluorecencia Indirecta) y la ELISA (Tzianabos et al., 1989; Roux et al.,
1996; Kovacova et al., 2000; Labruna et al., 2004; Anaya et al., 2008).
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El método IFA se considera la prueba “estandar de oro” de las pruebas seroldgicas,
la mas utilizada para el diagndéstico en humanos y animales desde los afios 70,
permite detectar anticuerpos IgG o IgM, aunque tiene la desventaja de generar
reacciones cruzadas entre rickettsias del mismo grupo, por lo que el titulo final solo
da un indicio de la identidad de la bacteria (Newhouse et al., 1979). La prueba
ELISA (Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas) es sencilla de realizar y
capaz de detectar anticuerpos contra R. rickettsii. Aunque poco utilizada, en los
afios 70 Dash y Weiss realizaron un estudio en el que contrastaron ELISA e IFA
concluyendo que ELISA era igual de sensible que IFA y ademas con la ventaja de
no ser una prueba subjetiva como IFA ya que no se requiere de un microscopio
fluorescente para el diagnéstico. Keysary and Srenger (1997) desarrollaron una
ELISA utilizando como antigeno lipopolisacaridos rickettsiales, como medio para
diferenciar serolégicamente algunas rickettsias del grupo FMMR y Tifus Murino
(TM) en pacientes que tuvieron reacciones cruzadas a IFl.

La mayor complejidad para la aplicacion de ELISA radica en la produccion del
antigeno. Lo anterior debido a que los métodos descritos exigen la separacion total
de las rickettsias de la célula huésped utilizando gradientes de densidad como
renografina los cuales son muy costos (Dash y Weiss 1977). Sin embargo existen
en el mercado kits de ELISA eficaces para el diagnostico de rickettsiosis para
humanos y caninos.

Factores de riesgo con asociacion a rickettsiosis, incluyen la edad, el género, la
convivencia con perros infestados con el vector R. sanguineus y las altas
temperaturas en verano (Demma y col 2006), aunque existen otros mas que
necesitan evaluarse en su asociacion con la enfermedad. El Unico factor de riesgo
genético asociado a la enfermedad que se ha determinado claramente es la
deficiencia de la deshidrogenasa glucosa-6-fosfato que ocurre en
aproximadamente el 12% de la poblacion de la raza afroamericana (Parola et al.,
2001; Raoult and Parola 2007).

En base a lo anterior se plantearon los siguientes objetivos: 1) Estimar la
seroprevalencia para rickettsiosis (Rickettsia ricketsii) en humanos de Ensenada
Baja California, México, utilizando kits de ELISA para caninos modificados para su
uso en humanos, 2) Detectar e Identificar molecularmente las bacterias del género
rickettsial presentes en perros y garrapatas de la misma ciudad, 3) Evaluar

factores de riesgo y manifestaciones clinicas asociados a la seropositividad.
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MATERIALES Y METODOS
Disefio del estudio
El disefio del estudio fue observacional descriptivo transversal, el cual incluyo
muestras de sangre de humanos residentes de la zona urbana de Ensenada, Baja
California, México, las muestras fueron recolectadas por estudiantes de la Escuela
Ciencias de la Salud, Ensenada, Universidad Autdbnoma de Baja California, en un
periodo de 8 meses iniciando el proyecto el 25 de Octubre del 2009 y culminando
con la recoleccion de muestras el 15 de Octubre del 2010. Las muestras fueron
enviadas para su procesamiento al Laboratorio de Salud Publica Veterinaria del
Instituto de Investigaciones en Ciencias Veterinarias de la Universidad Auténoma
de Baja California (LSPV-IICV-UABC).
Consideraciones éticas y criterios de inclusion
Este estudio cumplioé con los lineamientos que en materia de investigacion y ética,
gue se establecen en la declaracion de Helsinki (1964), revisada en Tokio, 1975,
Venecia, 1983; y Hong Kong, 1989. Participaron en el estudio humanos mayores
de 1 afo de edad, sin distincién de sexo o edad; en el caso de nifios, los padres y/o
tutores autorizaron su participacion en el estudio.
Calculo del tamafio de muestra
El tamafio de la muestra se obtuvo para un muestreo simple aleatorio por atributos,
considerando poblacion infinita, confiabilidad del 95%, precision del 5% y varianza
maxima (p=0.5), dando un total de 384 muestras (Cochran 1977).
Toma de muestras
El procedimiento para la toma, procesamiento, identificacion y conservacion de
muestras de sangre se realiz6 de la siguiente manera: Se recolecté al menos 2 ml
de sangre en tubos al vacio sin etilen diamino tetra acético (EDTA) destinado para
las pruebas serologicas, por puncion venosa radial cubital previa antisepsia de la
region con alcohol isopropilico. Las muestras sanguineas colectadas fueron
identificadas con nimeros correspondientes al cuestionario aplicado a cada sujeto,
las contenidas en tubos sin EDTA fueron centrifugadas a 3.500 RPM durante 10
minutos para obtener el suero para la realizacién de la prueba de ELISA e IFA. El
suero obtenido de cada muestra fue depositado en contenedores de 1,5 ml de
capacidad, identificado y almacenado a —20°C hasta el momento de realizar las

pruebas serologicas.
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Andlisis seroldgico

Las muestras fueron colectadas por estudiantes de la facultad de medicina de la
UABC correspondiente. Los anticuerpos contra R. rickettsii fueron medidos con el
kit R. rickettsii ELISA® Helica Biosystems, Inc., el cual detecta y semicuantifica 1gG
en perros, con una sensibilidad y especificidad de 99,5 y 96% respectivamente.
Este kit se adapt6 para uso en humanos utilizando un conjugado anti-IgG humana
a una dilucién de 1:40.000. La dilucion de los sueros sanguineos utilizada para la
técnica de ELISA fue de 1:100 con PBS (solucién amortiguadora de fosfato).

El valor de corte se obtuvo con el promedio de 20 sueros de sujetos de la region
clinicamente, sanos diagnosticados como negativos por la prueba de IFA a una
dilucion de 1:32 y sin historia de signos clinicos compatibles con rickettsiosis y de
mordeduras de garrapata mas 2 desviaciones estandar (Halle and Dash 1980). De
acuerdo a lo anterior el valor del punto de corte fue de 0,569 densidad 6ptica, como
controles positivos se utilizaron dos sueros; uno declarado positivo por el
laboratorio de parasitologia del departamento de medicina veterinaria preventiva y
salud animal de la Universidad de Sao Paulo y el otro donado por ISESALUD
(Instituto de Servicios de Salud Publica de Baja California) declarado positivo por el
INDRE (Instituto de Diagndéstico y Referencia Epidemioldgicos).

Para determinar la sensibilidad y la especificidad en humanos se sometieron 32
muestras a IFA por ser ésta la prueba de oro en cuanto a diagnostico serolégico se
refiere. Las placas de IFA fueron producidas en el laboratorio de parasitologia del
departamento de medicina veterinaria preventiva y salud animal de la Universidad
de Sao Paulo, utilizando antigenos crudos derivados de rickettsias aisladas en
Brasil (Rickettsia rickettsii extraida de cuyos) como se describe previamente
(Labruna et al., 2007) Cada suero fue diluido con PBS (phosphate-buffer saline),
iniciando la dilucion seriada de 1:64 hasta 1:1024 Se utiliz6 el FITC conjugado anti-
IgG humana (SIGMA) a una dilucion de 1:1.000. Se utilizaron los mismos controles
positivos y negativos empleados para la prueba de ELISA.

Identificacién molecular de R. rickettsii en perros y garrapatas

Naturaleza de los sujetos de estudio. Durante el periodo de julio a Noviembre del
2010, se incluyeron 20 muestras de perros capturados por el antirrabico de la
ciudad de Ensenada asi como 20 perros que acudieron a consulta a una de las dos

clinicas veterinarias que participaron en el estudio.
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Toma de muestras. Los criterios de elegibilidad fueron perros de al menos un mes
de edad, sin importar sexo, talla ni raza. Los perros que fueron seleccionados
mostraban signos clinicos de la enfermedad como: letargia, anorexia, depresion o
claudicacion (Piranda et al., 2008). A estos se les tomd una muestra sanguinea de
la region venocefédlica de 3 ml y se colocaron en un tubo con EDTA. Todos los
perros fueron examinados para localizar garrapatas en las siguientes regiones:
cara, orejas, cuello, dorso, y en las extremidades (espacios interdigitales). La
colecta de las garrapatas se realiz0 por un Médico Veterinario, siguiendo los
procedimientos previamente descritos (Farley 1996; Lyon and Restifo 2000). Los
tubos de 12 ml con tapadera hermética, colectores de garrapatas, fueron enviados
al LSPV-IICV-UABC, donde se conservaron en congelacion a -80°C hasta el
momento de la identificacion taxonomica, la cual se realiz6 bajo observacion
estereoscoépica (Quiroz 1999).

Las muestras sanguineas se enviaron y procesaron en el LSPV-IICV-UABC. El
procesamiento de la muestra se llevo a cabo de la siguiente manera: Las muestras
con EDTA también se conservaron a -20°C hasta que se realiz6 la extraccion de
ADN. Para la extraccion de ADN de las muestras de sangre con EDTA se utilizo el
kit comercial Qiagen, siguiendo el procedimiento recomendado por el fabricante.
Las garrapatas fueron procesadas al momento de recibirlas en el laboratorio, se
utilizaron una o dos garrapatas por muestra de cada perro estas fueron
diseccionadas con bisturi de punta fina para obtener intestino, glandula salival y
hemolinfa, después se colocaron en 180 u L del buffer ATL (contenido en el Kit de
extraccion Qiagen) agregando 100 pu g/mL de proteinasa K, para después ser
colocadas a 56°C por 6 horas. Los siguientes pasos se realizaron de acuerdo a las
instrucciones del fabricante para la extraccién de ADN en tejidos. Se corroboro la
existencia de ADN por medio de electroforesis en gel de agarosa al 1.5%.

Se utiliz6 como blanco un fragmento del gen codificante de la citrato sintasa gltA
(Labruna et al., 2004). El producto del PCR de (gltA) con un tamafio de 401 pares
de bases (pb), con los siguientes iniciadores:

CS-78 GCAAGTATCGGTGAGGATGTAAT

CS-323 GCTTCCTTAAAATTCAATAAATCAGGAT

Las condiciones del PCR fueron: al inicio, un calentamiento de 95°C por 5 min,
seguido por 40 ciclos de desnaturalizaciéon de 95°C por 15 s, hibridaciéon de 52°C

por 30 s y extension de 72°C por 30 min. Después de los 40 ciclos, se hizo una
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extension adicional de 72°C por 7 min. Los productos de amplificacion del PCR
fueron visualizados en geles de agarosa al 1,5% en solucion amortiguadora TAE
1X conteniendo SYBR® Safe DNA Gel Stain. Para prevenir la contaminacion de las
muestras, las preparaciones, la extraccion del ADN, la amplificacién y la deteccion
de productos de PCR fueron realizados en diferentes areas de laboratorio (Chang
et al., 2000). Una vez detectados los productos de PCR se enviaron a secuenciar al
Laboratorio Eurofins MWG Operon Huntsville, Alabama, EUA. La secuencia se
edito en el programa Bio Editor después se sometié al programa Blast para
obtener los porcentajes de homologia e identidad con las secuencias de rickettsias
reportadas en el GenBank.

Evaluacion de factores de riesgo y manifestaciones clinicas

Se aplicé un cuestionario epidemiolégico con 23 preguntas a los sujetos en el
momento de la toma de muestra sanguinea, el cuestionario contenia las secciones:
a) datos personales (edad, sexo, ocupacion), b) signologia clinica y el haber sido
mordido por garrapata, todas ellas de naturaleza dicotdmica y c¢) Informacion
respecto a las mascotas en casa y la implementacion de medidas preventivas para
el control de garrapatas.

Analisis estadistico

Se disefié una base de datos utilizando el programa EXCEL® (Microsoft) para la
captura y manejo de informacion generada en este proyecto. La base de datos fue
integrado por 2 archivos con la siguiente informacion: 1) resultados de los andlisis
seroldgicos en humanos; y 2) captura de respuesta al cuestionario epidemiolégico y
signos clinicos. La seroprevalencia se generd al dividir el nUmero de pacientes
positivos a ELISA entre el total de pacientes muestreados. Los valores de
sensibilidad y especificidad de la prueba de ELISA modificada para su uso en
humanos, fueron calculados de acuerdo a una tabla de contingencia 2x2 (Gordis
2005). La concordancia entre las pruebas de ELISA e IFA se evaluo
implementando el estadistico kappa, analizandola con el procedimiento FREQ del
paquete SAS 9,2 (SAS 1990).

Los valores de seroprevalencia entre los grupos de sexo, edad y ocupacion del
paciente fueron evaluados con el estadistico chi-cuadrada para la hipétesis nula de
igualdad de proporciones entre grupos empleando un nivel de significancia del 5%
(Devore and Peck 2001). La asociacién entre los resultados positivos a la

signologia y el haber sido mordido por garrapata con el diagnostico de
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seroprevalencia se evalué con OR (razén de desigualdad) mediante el andlisis en
tablas de contingencia 2x2. Ademas se calcularon intervalos de confianza al 95%
para cada OR. La valoracion estadistica de las asociaciones se realizdé con los
intervalos de confianza, de tal manera que valores de OR > 1 con valores > 1 en
los limites inferiores y superiores del intervalo de confianza indicé significancia,
siendo no importante (P>0,05) cuando no cumple con esta restriccién. La
informacion disponible sobre mascotas en casa y la aplicacion de medidas
preventivas para el control de garrapatas (numero de perros en el hogar, bafos
garrapaticidas, desparasitar mascotas, movilidad del perro en la casa, patio y calle,
tipo de patio), fue re-categorizada como variable dicotomica y analizada su
asociaciéon con los resultados seropositivos a rickettsiosis empleando OR en tablas
2x2, incluyéndose intervalos de confianza al 95% para cada OR. El andlisis se

realizé aplicando el procedimiento FREQ del paquete SAS.

RESULTADOS
El valor de seroprevalencia de rickettsiosis en pacientes fue de 3,1% (12/384). Los
valores de sensibilidad y especificidad generados del kit comercial fueron del 84% y
94% respectivamente el valor verdadero positivo fue de 92% y el valor verdadero
negativo fue de 90%
La concordancia entre los valores generados por ELISA e IFA, evaluada por el
estadistico kappa, fue de 0,80 cuya interpretacion por su magnitud es alto segun
Landis and Koch (1977).
Identificacién molecular de R. rickettsii en perros y garrapatas
De un total de 40 muestras de ADN extraido de sangre de perros sometidas a
PCR, s0lo una resulto positiva al gen gltA correspondiente a 401 pares de bases, la
secuencia del producto del PCR de dicha muestra mostro una homologia del 100%
con las secuencias de R. rickettsii de las cepas L12395, L104, L102 (JN375499.1,
JN400378.1, JN400377.1) disponibles en el GenBank. Ademas, so6lo una de las
muestras de ADN de garrapata identificada morfologicamente como R.
sanguineus, de Ensenada B.C., México, resulto positiva a R. rickettsii, la secuencia
del producto de PCR de dicha muestra arrojo una homologia del 100% con las
secuencias de R. rickettsii de las cepas L12395, L104, L102 (JN375499.1,
JN400378.1, JN400377.1) disponibles en el GenBank.

Evaluacion de factores de riesgo y manifestaciones clinicas
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La seroprevalencia de rickettsiosis mostré una proporcion similar (P>0,05) entre las
clases de sexo, grupos de edad, y grupos de ocupacion. Ademas, no existid
asociacion (P>0,05) entre los factores de riesgo considerados con los
seropositivos. De igual manera no se observo asociacion (P>0,05) entre las
variables re-categorizadas a dicotdmicas (mascotas en casa, humero de perros en
el hogar, aplicacion de bafios garrapaticidas, desparasitar mascotas, movilidad del
perro en la casa, patio y calle, tipo de patio).

Respecto a la manifestacion de signos clinicos, aquellos con asociacion (P < 0,05)
al grupo seropositivos se presentan en el Cuadro 1. La epistaxis resulté un factor
asociado a los casos positivos a rickettsiosis (P < 0,05), con 4,62 veces mas
probabilidades de resultar positivo a rickettsiosis al presentar sangrados nasales.
También, el presentar vomito resultd 3,52 veces mas probabilidad de ser
seropositivo. Aquellos pacientes que presentaron artralgias o mialgias resultaron
con 4,38 y 3,59 veces mas probabilidad de observar un resultado positivo en el
analisis serolégico, respectivamente. Sin embargo, pacientes que manifestaron
haber sido mordido por garrapatas, presentar claudicacion y el observar en ellos
problemas neuroldgicos, no resultaron con asociacion (P > 0,05) a casos positivos
a rickettsiosis.

DISCUSIONES

La seroprevalencia de rickettsiosis ha sido previamente evaluada en humanos y
animales en diversos lugares del mundo con diferentes técnicas de diagnéstico,
participando varios vectores (Satoh et al., 2001; Elchos and Goddard 2003;
Labruna et al., 2004; Zavala et al., 1996). La seroprevalencia de rickettsiosis (R.
rickettsii) en humanos obtenida en este trabajo fue del 3,1%, mayor al resultado de
En Yucatan con 0,5% (2/390) quienes utilizaron IFA como técnica diagnéstica,
participando los vectores: A. cajennense y R. sanguineus, (Zavala et a., 1999). Sin
embargo resulté similar a la obtenida por Pinter y colaboradores en el 2008 en una
zona de Brasil, con un valor de seroprevalencia del 2,8% en humanos,
diagnosticada por IFA y donde el vector fue A. aureolatum. Graf et al., (2008)
reportaron un valor de seroprevalencia del 6% en un total de 10.000 sujetos de
diversas localizaciones en los Estados Unidos, sin importar la presencia de signos
clinicos de la enfermedad, empleando ELISA. Los vectores que participan en la
transmision de la R. rickettsii en Estados Unidos son Demacentor variabilis y

Demacentor andersonii. El mayor valor de seroprevalencia reportada en humanos,
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fue la obtenida por Hidalgo et al., (2007) en Colombia, la cual fue del 40,3%
empleando IFA, explicado por reacciones cruzadas con otras riquettsias. En este
estudio participaron los vectores: A. cajennense, R. sanguineus, y Dermacentor
nitens, aumentando las probabilidades de transmision al humano.

IFA es considerada como la prueba de oro para el diagnostico serolégico de las
enfermedades rickettsiales en humanos y animales, (Pinter et al., 2008), sin
embargo tiene la desventaja de ser una prueba subjetiva ya que el diagnéstico se
realiza por medio de microscopia fluorescente ademas de observarse reacciones
cruzadas en algunos casos. ELISA ha sido una herramienta utilizada como método
diagndstico desde 1970 (Clements et al., 1983), sobretodo en casos de reacciones
cruzadas de IFA.

La capa externa de la bacteria (R. rickettsii) contiene algunos lipopolisacaridos
especificos (Jones et al., 1993) que se han utilizado como antigeno para las placas
de ELISA, esto ha aumentado la especificidad de ELISA, la eficiencia en el
diagndstico y con ello su valor econémico. La alta especificad (94%) del kit
comercial de R. rickettsii ELISA® Helica Biosystems, Inc., modificado para su uso
en humanos pueden explicarse por la calidad del antigeno fijado en las placas del
kit, mientras que la sensibilidad moderada (84%) por el alto valor del punto de
corte. En la literatura existen varios trabajos comparando ELISA e IFA, entre ellos,
Clements et al., (1983) obtuvieron 100% de sensibilidad y 100% de especificidad
por ELISA, mientras que con IFA solo un 83% de sensibilidad y un 100% de
especificidad, utilizando antigenos extraidos de cultivos de R. rickettsii en embrion
de pollo.

En cuanto a la identificacidn molecular de la bacteria en perros, solo una de las
muestras resulto positiva a la técnica de PCR, por la dificultad de la localizacion de
la bacteria en el torrente sanguineo, ya que solo es detectable en sangre por un
lapso de 8 dias cuando es inoculada por la garrapata (Piranda et al., 2008). El
producto del PCR de la muestra de perro positiva se secuencié y se alineg,
obteniendo como resultado una homologia del 100% con R. rickettsii de varias
cepas reportados en el GenBank. El vector de R. rickettsii presente en el area
donde se realizé éste estudio fue R. sanguineus segun la identificacién taxonémica
gue se realiz6 bajo observacion estereoscoépica previamente descrita (Quiroz

1999), el cual es considerado como el vector principal de R. rickettsii en México.

21



Los signos clinicos observados con frecuencia en pacientes que cursan o que han
cursado por rickettsiosis incluyen al menos alguno de los siguientes: fiebre alta,
dolor de cabeza y dolor muscular, a menudo pueden ser acompafiados por nausea,
vomito, exantema, dolor abdominal, desérdenes respiratorios y coagulopatias o
ninguno de ellos. Lo que lleva a catalogarse como una enfermedad heterogenea en
sus presentaciones e incluso confundirse con infecciones virales (Elston 2005). La
mayoria de los pacientes al inicio no presenta la clasica triada que corresponde a
fiebre, exantema e historia de mordedura de garrapata (CDC 2003). Existen
estudios donde se observa variabilidad en la signologia clinica en pacientes
durante el curso de la enfermedad (Zavala et al.,, 2008; De Lara Huerta and
Céardenas Barragan 2008; Bustamante et al., 2011).

En el presente trabajo sélo el 25% (3/12) de los seropositivos declararon haber
presentado fiebre meses antes o durante el muestreo, el 50% declaré haber
padecido de mialgias, artralgias y vomito, mientras que solo el 66% manifesto la
presencia de cefalea. Es importante considerar que los pacientes seropositivos
pudieron haber cursado la enfermedad hasta por mas de un afio de anterioridad ya
qgue los anticuerpos IgG pueden permanecer por 66 semanas post infeccién. En
este estudio los signos clinicos que resultaron asociados a la seropositividad fueron
vomito, epistaxis, artralgia y mialgias, sin embargo estos no son especificos de esta
enfermedad ya que pueden observarse en diversas patologias. Aunque se ha
registrado que las mialgias y artralgias perduran por meses hasta afios en algunos
pacientes que han padecido de rickettsiosis (Walker et al., 2003).

Cuadro 1. Andlisis de los factores asociados? a los casos positivos a

rickettsiosis causada por R. rickettsii en pacientes de Ensenada, B.C.

Signo clinico OR IC al 95%
Epistaxis 4,62 1,17 - 18,17
Vomito 3,52 1,10 - 11,21
Artralgias 4,38 1,26 - 15,23
Mialgias 3,59 1,12 — 11,43

Y (P < 0,05)
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ARTICULO 2.
Seroprevalencia y factores de riesgo asociados ariquetsiosis (Rickettsia

ricketsii) en humanos de Ensenada, Baja California, México

Field-Cortazares, Jorge; Escarcega-Avila, Angélica Maria; Lopez-Valencia, Gilberto;
Barreras-Serrano, Alberto; Tinoco-Gracia, Luis
Instituto de Investigaciones en Ciencias Veterinarias,

Universidad Autonoma de Baja California, México

Resumen

La riquetsiosis causada por Rickettsia rickettsii (bacteria intracelular obligada) es
transmitida por Rhipicephalus sanguineus en México, es capaz de infectar a
vertebrados, incluyendo a humanos. Los sintomas son; fiebre alta, cefalea, mialgia,
nausea, vémito, dolor abdominal y tos. La mortalidad puede ser hasta 30% en
pacientes no tratados. El presente estudio descriptivo seccional cruzado, incluyé
384 muestras de humanos de Ensenada, Baja California. Los anticuerpos contra R.
rickettsii fueron medidos con el kit R. rickettsii ELISA® Helica Biosystems, Inc., de
uso en perros adaptado para humanos utilizando un conjugado anti-lgG humana.
Para determinar la sensibilidad y la especificidad en humanos se sometieron 32
muestras a IFA. Para el diagnéstico molecular de R. rickettsii en perros y
garrapatas se utilizaron iniciadores especificos. La seroprevalencia ajustada de
riquetsiosis por R. rickettsii en humanos fue de 3.9% (95% IC 0.8-5.3), la
seropositividad no mostré asociacion con el sexo, edad, ocupacion, perros en
hogar, programa de desparasitacion de mascotas contra garrapatas, tipo de patio y
movilidad de perros entre el hogar y la calle. Con el resultado de acuerdo sustancial
de kappa entre ELISA e IFA, se deduce que los resultados de seroprevalencia de
este trabajo son confiables.

Palabras clave: Riquetsiosis, Rickettsia rickettsii, zoonosis, garrapatas, salud
publica.

Abstract

Rickettsiosis caused by Rickettsia rickettsii it is capable of infecting vertebrates,
including humans. The symptoms are high fever, headache, myalgia, nausea,
vomiting, abdominal pain and cough. Mortality can be up to 30% in untreated

patients. This observational cross-sectional descriptive study included 384 samples
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of humans in Ensenada, Baja California. Antibodies against R. rickettsii were
measured with the kit R. rickettsii ELISA ® Helica Biosystems, Inc., adapted for use
in humans using a human anti-human IgG conjugate. To determine the sensitivity
and specificity in 32 human samples were submitted to IFA. For the molecular
diagnosis of R. rickettsii in dogs and ticks specific primers were used. The
seroprevalence adjusted rickettsiosis in humans was 3.9% (95% IC, 0.8-5.3),
seropositivity was not associated with sex, age, occupation, household dogs, pet
deworming program against ticks, the type of ground floor, and mobility of dog
between home and the street. Resulting in substantial agreement of kappa between
ELISA and IFA, it follows that the results of seroprevalence of this work are reliable.
Keywords: Rickettsiosis, Rickettsia rickettsii, zoonoses, tick, public health.

INTRODUCCION
Las riquetsiosis son enfermedades causadas por bacterias del género Rickettsia.
Estas enfermedades constituyen un problema grave de salud publica a nivel
mundial, ante la posibilidad de afectar amplios sectores de la poblacion, la dificultad
en el diagnostico y los desenlaces fatales cuando no existe una intervencion
temprana en el tratamiento. Existen 24 especies de riquetsias reconocidas, de
éstas 16 causan enfermedades riquetsiales. La mayoria de estas bacterias se
asocian con garrapatas, las cuales son sus vectores y reservorios, sin embargo
algunas son transmitidas por piojos, pulgas o acaros, por lo tanto la distribucion
geografica de estas enfermedades dependera de la distribucién geogréfica de sus
vectores. Las riquetsias se divide en dos grupos: el grupo de las fiebres manchadas
y el grupo de las fiebres tificas esto depende de varias caracteristicas: En el grupo
de las fiebres manchadas se asocian como vectores a las garrapatas
principalmente (Rickettsia rickettsii, Rickettsia japonica, Rickettsia conorii) las que
transmiten la enfermedad de manera transovarica (a toda su progenie) y
transestadialmente (en cualquier estadio), pero también a pulgas (Rickettsia felis) y
a los acaros (Rickettsia akari). ElI grupo de las fiebres tificas esta asociado con
piojos (R. prowasekii) o pulgas (R. typhi), que tienen a los mamiferos como
reservorio. Es dificil determinar cual de estas bacterias es de mayor patogenicidad
para el humano, sin embargo Rickettsia rickettsii es la que causa mas muertes al
afio '. La fiebre manchada de las montafias rocosas (FMMR) es causada por
Rickettsia rickettsii, bacteria intracelular obligada. Estas especies se asocian a
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artropodos asociados a bacterias y son capaces de infectar a vertebrados,
incluyendo los humanos, generalmente como huéspedes accidentales. Son
organismo cortos, de forma cocobacilar, gram negativos de 0.8-2.0 um de longitud
y 0.3-0.5 pm de diametro %. En los Estados Unidos de América, los principales
vectores de esta enfermedad son Dermacentor andersoni, en las Montafias
Rocosas, Dermacentor variabilis, en el este, en la costa Atlantica y en la costa
oeste. En México, los principales vectores son Rhipicephalus sanguineus y
Amblyomma americanum, asi como en Centro y Sudamérica % En un estudio
realizado en la ciudad de Mexicali, Baja California se observdé que la mayoria
(59.6%) de los perros que fueron incluidos en el estudio se encontraban
parasitados por garrapatas y el 100% de estas fueron identificadas como R.
sanguineus .

Esta riquetsia causa vasculitis, produciendo eritema o petequias. La vasculitis
ocurrida en érganos, por ejemplo en el cerebro o pulmones pueden conllevar a
complicaciones poniendo en peligro la vida del paciente *. La FMMR es una
enfermedad aguda con un periodo de incubacion de 3-10 dias, que inicia después
de una mordedura de garrapata o de una exposicién accidental en el laboratorio
por inhalacion. Los sintomas primarios de FMMR son muy inespecificos; incluyen
fiebre alta, dolor de cabeza severo y dolor muscular; pueden a menudo ser
acompafados por nausea, vomito, dolor abdominal y tos °. La mortalidad por esta
enfermedad puede ser hasta el 30% en pacientes no tratados a tiempo con
antibioticos °. El pronto diagnéstico de esta enfermedad riquetsial es importante
para ofrecer oportunamente el tratamiento eficaz con antibioticos. El cultivo
bacteriano se puede utilizar para el diagnostico, ya que es muy sensible, pero
puede requerir hasta 60 dias para dar un resultado positivo, limitando su utilidad
clinica. Desde finales de los 80’s, la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
gue sirve para detectar el acido nucleico riquetsial, ha estado disponible como un
método de diagndstico rapido y confiable. Los oligonucleétidos que se han utilizado
para el diagnostico de FMMR son para la amplificacion de un segmento de los
genes: 17-kDa, citrato sintasa (gltA) y OmpA de la riquetsia *°. Tradicionalmente, el
diagnostico de esta enfermedad se basa en pruebas seroldgicas, de éstas, el
analisis de microimmunofluorescencia indirecta (IFA) ha resultado ser el mas
sensible y especifico, pero generalmente no arroja resultados positivos en casos

agudos. El ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) es util para el
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diagnostico de riquetsiosis (R. rickettsii), esta técnica utilizada en estudios
epidemiologicos se basa en la deteccion de un antigeno inmovilizado sobre una
fase soélida mediante anticuerpos que directa o indirectamente producen una
reaccion 12,

En base a lo anterior se planted el siguiente objetivo: estimar la seroprevalencia
para riquetsiosis (Rickettsia ricketsii) en humanos y medir su asociacion a factores

de riesgo en Ensenada, B. C.

MATERIALES Y METODOS

Disefio del estudio. El presente estudio descriptivo seccional cruzado, incluyo:
muestras de humanos mayores de un afio de edad que acudieron a uno de los 3
laboratorios clinicos de diagndstico privados que participaron de la zona urbana de
Ensenada, Baja California. Los andlisis de las muestras se realizaron en el
Laboratorio de Salud Puablica Veterinaria del Instituto de Investigaciones en
Ciencias Veterinarias de la Universidad Autbnoma de Baja California.
Consideraciones éticas y criterios de inclusion. Este estudio cumplié con los
lineamientos que en materia de investigacion y ética se establecen en la
declaracion de Helsinki (1964), revisada en Tokio, 1975, Venecia, 1983; y Hong
Kong, 1989. Participaron en el estudio humanos mayores de 1 afio, de cualquier
sexo, que acudieron al laboratorio clinico de diagndstico, por cualquier motivo; en el
caso de nifios, los padres y/o tutores autorizaron su participacién en el estudio.
Calculo del tamafio de muestra. La muestra se colectd aleatoriamente sin
reemplazo. El valor de p esta incluido dentro de 1.96 [ p(1-p)/n ] * para &, entonces,

el tamafio de muestra ( n ) se obtuvo de aplicar la férmula:
2
Z
n=x7 (l-x —
(1-m) | 2]

Donde:
n = tamafo de muestra, resultando 384
7 = estimador de varianza méaxima 50 %
Z=1.96
d=5%
Toma de muestras: El procedimiento para la toma, procesamiento, identificacion y

conservacion de muestras de sangre se realizd de la siguiente manera: se
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recolecté al menos 2 ml de sangre en tubos al vacio sin etilen diamino tetra acético
(EDTA) de 3 ml destinado para las pruebas serolégicas, por puncién venosa radial
cubital previa antisepsia de la region con alcohol isopropilico. Las muestras
sanguineas colectadas fueron identificadas con numeros correspondientes al
cuestionario aplicado a cada sujeto, las contenidas en tubos sin EDTA fueron
centrifugadas a 3500 RPM durante 10 minutos para obtener el suero para la
realizacion de la prueba de ELISA e IFA. El suero obtenido de cada muestra fue
depositado en contenedores de 1.5 ml de capacidad, identificado y almacenado a —
20°C hasta el momento de realizar las pruebas seroldgicas.

Andlisis serolégico. Las muestras fueron colectadas por personal adscrito al
laboratorio clinico correspondiente. Los anticuerpos contra R. rickettsii fueron
medidos con el kit R. rickettsii ELISA® Helica Biosystems, Inc., el cual detecta y
semicuentifica IgG con una sensibilidad y especificidad de 99.5 y 96% en perros
respectivamente. Este kit se adapt6 para uso en humanos utilizando un conjugado
anti-lgG humana a una dilucién de 1:40,000. Para determinar la sensibilidad y la
especificidad en humanos se sometieron 30 muestras a IFA por ser ésta la prueba
de oro en cuanto a diagndstico seroldgico se refiere y se utilizé el estadistico kappa
para medir la concordancia entre IFA y ELISA. La interpretacion del resultado de
kappa se bas6 en criterios establecidos **.

La dilucion de los sueros sanguineos utilizada fue de 1:100 con PBS (solucion
amortiguadora de fosfato). El valor de corte se obtuvo con el promedio de 20
sueros de sujetos de la region clinicamente sanos y sin historia de signos clinicos
compatibles con riquetsiosis y de mordeduras de garrapata (+) 2 desviaciones
estandar *> de acuerdo a lo anterior el valor del punto de corte calculado fue de
0.569 densidad 6ptica, como controles positivos se utilizaron dos sueros uno
declarado positivo por el laboratorio de parasitologia del departamento de medicina
veterinaria preventiva y salud animal de la Universidad de Sao Paulo y el otro
donado por ISESALUD declarado positivo por el INDRE.

Los sueros que resultaron positivos a ELISA fueron probados con IFA ademas se
incluyeron 20 de los seronegativos. Las placas de IFA fueron producidas en el
laboratorio de parasitologia del departamento de medicina veterinaria preventiva y
salud animal de la Universidad de Sao Paulo. Utilizando antigenos crudos
derivados de riquetsias aisladas en Brasil (Rickettsia rickettsii extraida de cuyos)

como se describe previamente '°. Cada suero fue diluido con PBS (phosphate-
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buffer saline), empezando la dilucion a 1:64. Se utilizé el FITC conjugado anti-lgG
humana (SIGMA) a una dilucion de 1:1000.
Factores de riesgo y signos clinicos. Para evaluar los factores de riesgo en este
estudio, se aplicé un cuestionario a los sujetos en el momento de la toma de
muestra sanguinea (Anexo 1).
Analisis estadistico. Se disefié una base de datos utilizando el programa EXCEL
(Microsoft) para la captura y manejo de informacion generada en este proyecto. La
base de datos fue integrado por 2 tablas con la siguiente informacion: 1) resultados
de los andlisis serologicos en humanos; y 2) resultados de los cuestionarios
epidemiologicos.

El valor de seroprevalencia se generé

i numero de reactivos positivos
prevalencia = x 100

numero totalen el grupo

La prevalencia ajustada se gener6 de aplicar la ecuacion descrita
previamente *’.

Hipotesis a probar:

=

Si el valor generado de seroprevalencia es igual o distinto de cero.

2. Si el valor generado de seroprevalencia es igual en hombres que en
mujeres, asi como entre grupos de edad y ocupacion.

3. Existe asociacion entre los factores de riesgo con los resultados
seropositivos y seronegativos a riquetsiosis.

4. Los porcentajes de sensibilidad y especificidad del kit de ELISA modificado a

humanos, son adecuados para ser utilizada como prueba tamiz.

5. El nivel de concordancia entre las pruebas seroldgicas utilizadas en este
estudio (IFAy ELISA) es bueno.

Las hipotesis 1 y 2 se evaluaron con el estadistico Z de analisis de proporciones
(una proporcién y comparacion entre dos proporciones) La hipotesis 3 se probo6 con
el estadistico ji cuadrada. Los valores de sensibilidad y especificidad para probar la
hipotesis 4, fueron evaluadas de acuerdo a la siguiente tabla de contingencia:
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Estandar de oro (IFA)

Positivo Negativo Total
é Positiva (@) (b) (a+b)
—
L Negativa () (d) (c+d)
Totéal (a+c) g (pos(nmjs) (a+b+c+d)
e—

a (positivos) + ¢ (falsospositivos)

3 d (negativos)
d (negatvios) +b (falsosnegativos)

La hipdtesis 5 se evalud con la prueba de concordancia kappa.
Se utilizaron los siguientes procedimientos del paquete estadistico SAS (Statistical
Analysis System) para Windows ver 6.12 2:

1. Procedimiento FREQ, para someter a una prueba de hipotesis de

distribucion similar entre ellas, mediante el estadistico de prueba fue Chi-

cuadrada (y?).

2. Procedimiento FREQ, para el andlisis de tablas de contingencia 2x2. Se
obtuvieron valores de OR (razén de los grados de probabilidad para la

poblacion) univariados con un intervalo de confianza al 95%.

3. Procedimiento FREQ, para el andlisis de tablas de contingencia 2x2. Se

obtuvieron los valores de concordancia con la prueba de kappa.

Andlisis seroldgico. Para la elaboracién del diagnéstico seroldgico los
anticuerpos contra R. rickettsii fueron medidos con el kit comercial Rickettsia
rickettsii ELISA® Helica Biosystems, Inc., el cual detecta y semicuentifica IgG con
una sensibilidad y especificidad de 99.5 y 96% en perros respectivamente. La
densidad optica (DO) fue determinada a 450 nm, las muestras fueron analizadas en
un lector de ELISA utilizando un filtro de 450 nm. Con los resultados obtenidos se

estimo la seroprevalencia ajustada.
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RESULTADOS

El valor generado de seroprevalencia en este estudio fue mayor que cero (P<
0.05).
La seroprevalencia ajustada de riquetsiosis por R. rickettsii fue de 3.9% (95% IC
0.8-5.3). Este resultado se obtuvo mediante la utilizacion del kit comercial
estandarizado para su uso en humanos. De la totalidad de pacientes incluidos en el
estudio, el 12.7% (49/384) se consideraron sospechosos de la enfermedad por
presentar al menos 4 de las siguientes manifestaciones clinicas: fiebre, eritema,
epistaxis, cefalea, vomito, edema y/o haber sido mordido por una garrapata.
El valor generado de seroprevalencia en hombres y mujeres no fue diferente
(P>0.05), asi como también entre grupos de edad y ocupacion.
La seroprevalencia ajustada a riquetsiosis no mostré en este estudio distribucion
similar (P>0.05) entre las clases de sexo, grupos de edad, y grupos de ocupacion.
No se observd asociacién (P>0.05) entre los factores de riesgo a evaluar con
los resultados seropositivos ariquetsiosis.
Evaluacion de la asociacion de signos clinicos con la seropositividad a
riguetsiosis.
No hubo asociacién (P>0.05) con claudicacioén, problemas nerviosos, transfusiones
sanguineas, ser mordido por garrapatas, sin embargo el siguiente grupo de
manifestaciones clinicas: epistaxis, vomito, artralgia, mialgias mostraron asociacion
significativa (P < 0.05) con los pacientes seropositivos.

Prueba de concordancia entre los resultados de ELISA (modificado
para su uso en humanos) con los resultados de IFA.
Los valores de sensibilidad y especificidad generados del kit comercial R. rickettsii
ELISA® Helica Biosystems, Inc., modificado para su uso en humanos fueron del
84% y 94% respectivamente. Al confrontar los resultados de la ELISA con los
resultados de la utilizacion de IFA (Figura 3) a traves del estadistico kappa, se
genero un valor de 0.80 diferente de cero (P<0.05) y cuya magnitud la ubican como
superior, alto de acuerdo sustancial **.

DISCUSIONES

La seroprevalencia de riquetsiosis ha sido previamente evaluada en humanos y
animales en diversos lugares del mundo con diferentes técnicas de diagndstico,
participando varios vectores y condiciones particulares de sujetos de estudio %%,

Sin embargo, no existen publicaciones donde la seroprevalencia para riquetsiosis
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haya sido estimada utilizando ELISA incluyendo en el mismo estudio humanos y
perros y donde el Unico vector en el area sea R. sanguineus.

La seroprevalencia ajustada de riquetsiosis (R. rickettsii) en humanos obtenida en
este trabajo fue del 3.9% (IC 95%,0.8-5.3), mayor al resultado en Yucatan con
0.5% (2/390) tomando en cuenta que estuvieron presentes los vectores A.
cajennense y R. sanguineus, ademéas se identifico la bacteria por PCR 2% similar a
la obtenida en una zona de Brasil, donde presentaron una seroprevalencia del
2.8% en humanos, el vector fue A. aureolatum y fue diagnosticada por IFA %. La
diferencia en cuanto a los valores de seroprevalencias pudieran deberse a la
presencia de otras especies riquetsiales y a la existencia de otros hospederos de
garrapatas como lo son el gamba (zariglieya) y el capibara en Brasil.

En Estados Unidos reportaron un valor de seroprevalencia del 6% en humanos
empleando ELISA y muestreando un total de 10,000 sujetos de diversas
localizaciones del pais, sin importar la presencia de signos clinicos de la
enfermedad .

La seroprevalencia con mayor valor en humanos, reportada hasta el momento en
Centro y Surameérica, fue obtenida en Colombia, la cual fue del 40.3% empleando
IFA. Los sujetos que participaron en el estudio no mostraron signos clinicos de la
enfermedad, sin embargo pudieron haberlos presentando con anterioridad al
muestreo. Los autores explican que la alta seroprevalencia registrada pudo
deberse a reacciones cruzadas con otras riquetsias *°. Situacién diferente a la del
presente estudio, en el cual la baja seroprevalencia comparada con este estudio
pudo deberse a que la técnica diagnostica (ELISA) utilizada fue mas especifica y
por lo tanto disminuye las reacciones cruzadas entre especies riquetsiales. Ademas
en Colombia se han reportado tres vectores A. cajennense, R. sanguineus, y
Dermacentor nitens, aumentando las probabilidades de transmision al humano.

Los signos clinicos observados con frecuencia en pacientes que cursan o que han
cursado por la enfermedad incluyen fiebre alta, dolor de cabeza y dolor muscular;
pueden a menudo ser acompafiados por nausea, vomito, exantema, dolor
abdominal, desordenes respiratorios y coagulopatias. Sin embargo es dificil realizar
su diagnastico clinico por ser una enfermedad heterogénea en sus presentaciones
y que incluso puede confundirse con infecciones virales. La mayoria de los
pacientes no presenta la clasica triada que corresponde a fiebre, exantema e

historia de mordedura de garrapata al inicio®. Existen estudios donde se describe
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la signologia clinica en pacientes durante el curso de la enfermedad por ejemplo,
en pacientes hospitalizados a causa de riquetsiosis el 100% (9/9) presentaron
fiebre y el 88% (8/9) declaré haber tenido vémito *°, al igual que en el caso anterior
el 100% (115/115) de los nifios atendidos en el hospital infantil de la Comarca
Lagunera presentaron fiebre, ademas de exantema; por otra parte se presentaron
cefalea y mialgias en el 70% de los casos *’. Signologia similar se presenté durante
la fase de convalecencia en pacientes que murieron a causa de riquetsiosis en
Mexicali B.C. en el afio 2011, donde se observé fiebre en el 100% (13) de los
convalecientes, asi como vomito en el 75%, mialgias y artralgias en el 62%, y solo

el 14% present6 epistaxis 2.

Los signos clinicos de esta enfermedad son
inespecificos, por ello es complicado el diagndstico clinico.

En el presente trabajo sélo el 25% (3/12) de los seropositivos declararon haber
presentado fiebre meses antes o durante el muestreo, el 50% de los seropositivos
declar6 haber padecido de mialgias, artralgias y vomito, cefalea en el 66%, dolor
abdominal en el 41%, es importante considerar que los pacientes seropositivos
pudieron haber cursado la enfermedad hasta por mas de un afio de anterioridad ya
gue los anticuerpos IgG pueden permanecer por 66 semanas post infeccion. Uno
de los objetivos de este estudio fue evaluar la existencia de asociacion de
seropositividad a riquetsiosis con algunos factores de riesgo de la enfermedad asi
como a signos clinicos de la misma. De ellos, el vomito, epistaxis, artralgia y
mialgias resultaron con asociacion, sin embargo estos signos no son especificos de
ésta enfermedad pueden observarse en diversas patologias. Las mialgias y
artralgias perduran por meses hasta afios en algunos pacientes que han padecido
la enfermedad, por lo tanto estos signos no pueden considerarse como indicativos
de la enfermedad.

Existe controversia en cuanto a la definicion de la mejor técnica diagndstica en
estudio de seroprevalencia en riquetsiosis, basicamente entre ELISA e IFA aunque
ésta ultima es considerada como la prueba de oro para el diagnostico serolégico de
las enfermedades riquetsiales en humanos y animales %3. ELISA ha sido una
herramienta utilizada como método diagndstico desde 1983 ?°, sin embargo la
eficiencia de estas pruebas depende en gran medida de los anticuerpos indirectos
gue se utilicen, por ejemplo existen IFAs que tienen la capacidad de medir IgG e
IgM en la misma muestra al mismo tiempo, lo que no sucede con ELISA ya que

solo tiene la capacidad de medir IgG o IgM segun sea el caso.
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La alta especificad (94%) del kit comercial de R. rickettsii ELISA® Helica
Biosystems, Inc., modificado para su uso en humanos pueden deberse a la calidad
del antigeno fijado en las placas del kit ya que la sensibilidad y la especificidad de
ELISA dependera de la calidad del antigeno que se fije en la placa, existen unos
lipopolisacaridos especificos * de la capa externa de la bacteria (R. rickettsii) que
se han utilizado como antigeno para las placas de ELISA, esto ha aumentado la
especificidad de ELISA y con ello su valor econdmico. La sensibilidad moderada
(84%) y puede deberse al alto valor del punto de cohorte.
Clements y colaboradores al comparar la sensibilidad y especificidad de ELISA e
IFA utilizando antigenos extraidos de cultivos de R. rickettsii en embrion de pollo,
obtuvieron 100% de sensibilidad y de especificidad por ELISA, mientras que IFA
mostré un 83% de sensibilidad y un 100% de especificidad **. En otro estudio
realizado por Anaya y colaboradores en el 2007 utilizando IgM obtuvieron por
ELISA 78% de sensibilidad y 80% de especificidad, mientras que con IFA un 82%
de sensibilidad y un 90.9% de especificidad. Como antigeno para la realizacion de
las placas de ELISA utilizaron un lisado total del referencial R. rickettsii, cepa
Kaplan y para la prueba IFA fueron células Vero infectadas con R. rickettsii cepa
Kaplan *2.
Con el resultado de 0.80 para el estadistico kappa entre ELISA y la prueba
confirmatoria (IFA) se traduce a una alta confiabilidad en el uso de modificacién del
Kit comercial ELISA modificado para su uso en humanos en el diagnéstico de la
enfermedad. La alta concordancia entre ambas pruebas puede deberse a que
ambas detectan IgG aunque una emita fluorescencia y la otra cambios
colorimétricos 2.

CONCLUSIONES
Con los resultados obtenidos en este estudio se demostré que existe evidencia
seroldgica de riquetsiosis en humanos y perros de la Cd. de Ensenada, por lo tanto
debe incluirse en los diagndsticos diferenciales del sector salud, por ser una
enfermedad de curso corto y con un valor de mortalidad del 30% en pacientes no
tratados.
El diagnéstico serologico de esta enfermedad puede realizarse por medio de
ELISA, la cual es una técnica confiable, rapida y facil de realizar, por los valores de

concordancia que generaron respecto a IFA.
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Las manifestaciones clinicas de la enfermedad son inespecificas, ademés son

dificiles de evaluar en estudios de seroprevalencia ya que éstos se presentan en

las primeras dos semanas post-infeccion generalmente y los anticuerpos son

detectables en sangre hasta por 66 semanas.

10
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ARTICULO 3.
Deteccion de Borrelia burgdorferi en garrapatas, perros y humanos.
Escéarcega Avila Angélica M*, Tinoco Gracia Luis, Field Cortazares Jorge, Barreras
Serrano Alberto, Guzman Trejo José Antonio. Morales Trejo Adriana.
Universidad Autonoma de Baja California- Instituto de Investigaciones en Ciencias
Veterinarias.

RESUMEN
La enfermedad de Lyme es causada por la espiroqueta Borrelia burgdorferi, en la
signologia se incluye: cutdnea, eritema migrante, fatiga, artralgia, mialgia, cefalea,
fiebre, adenopatia, rigidez del cuello por neuritis craneal y meningitis linfocitica.
Entre los vectores de esta enfermedad se destacan: Ixodes scapularis, Ixodes
pacificu, I. neotomae, Amblyomma americanum y Dermacentor variabilis, D.
occidentalis, en Mexicali Baja California se han encontrado evidencias serologicas
y moleculares de la presencia de la espiroqueta B. burgdorferi en perros de la
ciudad. Sin embargo se desconoce la presencia de algun vector de la enfermedad
en la ciudad y sus alrededores, por lo tanto el objetivo del presente estudio fue
detectar la presencia de la espirogueta en humanos, perros y garrapatas R.
sanguineus de la ciudad de Ensenada Baja California. Se colectaron 384 muestras
de humanos, 32 perros con signologia clinica sugerente a Borreliosis y 11
garrapatas procedentes de la Cd. de Ensenada. Para su analisis se realizo la
extraccion de DNA del total de las muestras con el Kit comercial Qiagen siguiendo
las indicaciones del fabricante. Para realizar el PCR de punto final, se utilizaron
iniciadores especificos para el género de Borrelia burgdorferi sensu lato y Borrelia
burgdorferi sensu stricto y el andlisis de los productos de PCR se observaron en
geles de agarosa al 1%. Los Resultados de PCR de humanos fueron negativos en
su totalidad, en cuanto a perros 21% (7/32) resultaron positivos a la tecina de PCR
utilizando los iniciadores FLA para Borrelia burgdorferi sensu lato y el 31% (10/32)
resulto positivo a la técnica cuando se utilizaron los iniciadores BB especificos para
Borrelia burgdorferi sensu stricto, el 36%(4/11) de las garrapatas Rhipicephalus
sanguineus resultaron positivas a la técnica de PCR utilizando los iniciadores FLA
y el 54% (6/11) utilizando los iniciadores BB. La identificacion molecular de la
bacteria en perros y garrapatas mostré una homologia con Borrelia burgdorferi del

95% y 92% respectivamente con las secuencias reportadas en el GenBank.
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Los casos negativos en humanos pueden deberse a los cortos periodos de
estancia de la espiroqueta en torrente sanguineo ademas de las bajas
probabilidades de ser mordidos por garrapatas a comparacion de los perros, en
cuanto a los resultados positivos a Borreliosis de los perros y garrapatas (R.
sanguineus) se sugieren realizar mas investigaciones para conocer la participacion

de R. sanguineus como vector de la enfermedad.

INTRODUCCION

La enfermedad de borreliosis o enfermedad de Lyme se describio por primera vez
en el continente americano en la comunidad de Lyme, Connecticut, E.U.A, en 1972
(Steere et al., 1977) el agente etiologico Borrelia burgdorferi fue aislado por primera
vez por Willy Burgdorfer en 1982 (Burgdorfer, 1984; Dunlop and Williams, 1996;
Manley, 1996) la cual es una bacteria patdbgena que infecta un rango amplio de
especies de vertebrados, que involucra diversos mamiferos incluyendo a los
humanos, aves, y a varias especies de garrapatas, (Faul et al., 1999; Straubinger,
2000). En humanos la enfermedad de Lyme es multisistémica e inflamatoria, en la
forma temprana se manifiesta por erupcion cutdnea, eritema migrante, fatiga,
artralgia, mialgia, cefalea, fiebre, adenopatia, rigidez del cuello por neuritis craneal
y meningitis linfocitica. También puede producir varios grados de bloqueo
atrioventricular y complicaciones respiratorias. En la forma cronica se presenta
artritis cronica, afeccion crénica del sistema nervioso, dermatitis crénica, queratitis y
encefalopatias que pueden persistir por mas de 10 afios (Berglund et al., 1995;
Burgess, 1986; Edlow, 1999; Faul et al., 1999; Magnarelli et al., 1987; Smith et al.,
2002; Spach et al.,, 1993). También puede presentar signos renales como
azotemia, proteinuria, cilindruria, piuria y hematuria (Grauer et al., 1988). Se ha
demostrado que el perro es el reservorio mas importante de esta espiroqueta en el
ambiente domiciliario por ello es considerado como centinela de la enfermedad
(Hanincova et al., 2006).

La bacteria causante de la enfermedad es una espiroqueta que mide de 20 a 30y
de largo por 0.2 a 0.3y de ancho y tiene de 7 a 11 flagelos (Barbour y Hayes, 1986;
Greene et al., 2000). Los vectores y hospederos de esta bacteria descritos en la
actualidad son los siguientes: Ixodes scapularis (Burgdorfer, 1984; Burgdorfer et al.,
1985; Escudero et al., 2000; Liveris et al., 1999; Qiu et al., 2002; Steere et al.,
1983; Thomas et al., 2001; Varde et al., 1998; Yoshinari et al., 2003), |. pacificus
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(Burgdorfer, 1984; De Silva et al., 1999), I. ricinus (Ramamoorthy and Philipp,
1998), I. neotomae (Lane and Pascocello, 1989), Amblyomma americanum y
Dermacentor variabilis, D. occidentalis (Spach et al., 1993); siendo los mejores
vectores las garrapatas I. scapularis e I. pacifius.
Actualmente no existe evidencia cientifica que compruebe la participacién de
Rhipicephalus sanguineus como vector de esta espiroqueta (Baptista et al., 2004;
Bernasconi et al., 1997; Bouattour et al., 1999; Costa et al., 2002; Filippova, 1990;
Kurtti et al., 1993; Luckhart et al., 1991; Merino et al., 2005; Miserez et al., 1990;
Munderloh et al., 1993; Nebreda Mayoral et al., 2004; Sanogo et al., 2003; Walker
et al.,, 1998). A pesar que no existe evidencia cientifica que demuestre la
participacion de R. sanguineus como vector de esta enfermedad, existen reportes
de seroprevalencia de la enfermedad en perros de la Cd. de Mexicali Baja
California. Romano y colaboradores reportan una seroprevalencia en perros del 6%
(30/2) en un estudio piloto realizado en 1998. Otro estudio piloto realizado en la
misma ciudad reporta una seroprevalencia del 8.2% (94/7) en ambos estudios el
100% de las garrapatas encontradas fueron caracterizadas de acuerdo a su
morfologia como R. sanguineus (Tinoco-Gracia et al., 2007). La garrapata R.
sanguineus se encuentra ampliamente distribuida en el mundo. Puede establecerse
en las paredes y muebles de hogares, y en perreras, es considerada como la
garrapata de ciudad ya que tiene la habilidad de adaptarse facilmente a estas
condiciones.
OBJETIVOS

En base a lo descrito anterior, el objetivo del presente trabajo es la identificacion de
Borrelia burgdorferi en garrapatas del género R. sanguineus, en perros con
signologia clinica a borreliosis y en humanos de la ciudad de Ensenada Baja
California, utilizando la técnica molecular de la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR).

DESARROLLO
El presente trabajo se realiz6 en el Laboratorio de Salud Publica del Instituto de
Investigaciones en Ciencias Veterinarias de la Universidad Autonoma de Baja
California. Se incluyeron 32 muestras de perros; 12 procedentes de clinicas
veterinarias y 11 muestras de garrapatas del genero R. sanguineus. También se
incluyeron 385 muestras de humanos de la ciudad de Ensenada Baja California

México. Las muestras de sangre de perros fueron colectadas por Médicos
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Veterinarios capacitados para la toma de muestras, se utilizaron tubos con EDTA
(etilen diamino tetra acético) para la prueba de la reaccion de la polimerasa en
cadena (PCR). En el caso de las muestras de humanos fueron recolectadas por
estudiantes de la carrera de Médico Cirujano de la Universidad Autonoma de Baja
California campus Ensenada, siguiendo los lineamientos que en materia de
investigacion y ética se establecen en la declaracion de Helsinki (1964).
Participaron en el estudio humanos mayores de 1 afio de edad, sin distincion de
sexo, firmando una carta de conformidad de participar en el estudio, en el caso de
nifios, los padres y/o tutores autorizaron su participacion, al igual g en los perros se
tomaron muestras de sangre en tubos con EDTA.

Las extracciones de DNA de sangre de perros y humanos se realizaron con el kit
comercial Qiagen siguiendo el protocolo del fabricante. La extraccion de DNA de
garrapatas se realizé de la siguiente manera: Se diseccionaron las garrapatas para
extraer intestinos y glandula salivales, estos se mantuvieron por 24 hrs a 56°C en
buffer ATL del kit comercial Qiagen y proteinasa K del mismo Kit, una vez
transcurridas las 24 horas se procediéo a seguir las indicaciones del kit para la
extraccion de DNA de tejido. Para comprobar el éxito de las extracciones de DNA
se colocaron 5 pl de DNA y 1 ul de loading buffer de la marca Promega en geles de
agarosa al 1%.

Para la realizacion de la técnica de PCR de las muestras se utilizaron los siguientes
iniciadores:

Para flagelina de Borrelia burgdorferi sensu lato:

FLA 107 (5'TTA ATC GAG CTT CTG ATG ATG CTG C3)

FLA 335 (5’ATT TCG TCT GTAAGT TGC TCT ATT TCA A3’)

Para 16S rRNA de Borrelia burgdorferi sensu stricto

73348-B (BB) = (5'GGGATGTAGCAATACATTC 3)

73349-B (BB) = (5’ATATAGTTTCCAACATAGG 3’)

El inicio de PCR fue con un calentamiento de 95°C por 15 min, seguido por 45
ciclos de desnaturalizacion de 94°C por 45 s, hibridacion de 52°C por 45 s y
extension de 72°C por 1 min. Después de los 45 ciclos, se hizo una extension

adicional de 72°C por 7 min.
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RESULTADOS
Los resultados de PCR de las muestras de perros y garrapatas se observan en el
cuadro 1 y 2 respectivamente, en el caso de humanos todas las muestras
resultaron negativas a PCR utilizando los dos juegos de iniciadores (FLA y BB).

Cuadro 1. Resultados de PCR en perros, utilizando los iniciadores FLA y BB

PERROS
Ndameros FLA BB
1 - +
2 - -
3 - +
4 - +
5 - +
6 - +
7 - -
8 - -
9 - -
10 - -
11 - -
12 + +
13 - +
14 - -
15 - -
16 - +
17 - -
18 - -
19 + .
20 + .
21 - -
22 + -
23 + .
24 + -
25 - -
26 + -
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27 - +
28 - -
29 - -
30 - -
31 - +
32 - -

Cuadro 2.- Resultados de PCR en garrapatas R. sanguineus, utilizando los
iniciadores FLA y BB.

GARRAPATAS
Muestra  FLA BB

1 +
2 + +
3 - -
4 - -
5 - +
6 + -
7 + +
8 - -
9 - +

10 - +

11 - -

CONCLUSIONES

Se obtuvieron resultados positivos a la técnica de PCR tanto en perros como en
garrapatas del genero R. sanguineus, cabe mencionar que no se detectd la
presencia de otro vector en la ciudad de Ensenada Baja California, por lo tanto se
sugiere realizar mas investigaciones para describir la participacion de R.
sanguineus como vector y portador de la espiroqueta Borrelia burgdorferi. Los
casos negativos en humanos pueden deberse a los cortos periodos de estancia de
la espiroqueta en torrente sanguineo, ya que usualmente esta migra a vejiga y a
articulaciones donde puede perdurar por afios, ademas de la escasa exposicion al
vector a comparacion de los perros, los cuales son huéspedes predilectos de la
garrapata R. sanguineus.
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CONCLUSIONES GENERALES
Con los resultados obtenidos, se demostr6 que existe evidencia serologica de
riquetsiosis en humanos de Ensenada, por lo tanto debe incluirse en los
diagnosticos diferenciales del sector salud, por ser una enfermedad de curso corto
y con un valor de mortalidad del 30% en pacientes no tratados.
El diagndstico seroldgico de esta enfermedad puede realizarse por medio de
ELISA, la cual es una técnica confiable, rapida y facil de realizar, por los valores de
concordancia que generaron respecto a IFA.
Las manifestaciones clinicas de la enfermedad son inespecificas, ademas son
dificiles de evaluar en estudios de seroprevalencia ya que éstos se presentan en
las primeras dos semanas post-infeccion generalmente y los anticuerpos son
detectables en sangre hasta por 66 semanas.
Se logré identificar un fragmento de ADN de la bacteria Rickettsia rickettsii tanto en
perros como en garrapatas lo que sugiere que los sujetos positivos
serolégicamente estuvieron expuestos a Rickettsia rickettsii.
Se obtuvieron resultados positivos a Borrelia burgdorferi mediante la técnica de
PCR tanto en perros como en garrapatas del genero R. sanguineus, cabe
mencionar que no se detecto la presencia de otro vector en la ciudad de Ensenada
Baja California, por lo tanto se sugiere realizar mas investigaciones para describir la
participacion de R. sanguineus como vector y portador de la espiroqueta Borrelia
burgdorferi. Los casos negativos en humanos pueden deberse a los cortos
periodos de estancia de la espiroqueta en torrente sanguineo, ya que usualmente
esta migra a vejiga y ha articulaciones donde puede perdurar por afios, ademas de
la escasa exposicion al vector a comparacion de los perros, los cuales son
huéspedes predilectos de la garrapata R. sanguineus. Al igual que la fiebre
manchada de las montafas rocosas la enfermedad de Lyme es una enfermedad
zoonotica por lo tanto debe notificarse a las autoridades del sector salud para que

sea incluida en los diagnésticos diferenciales.
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