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Resumen

Las enfermedades Rickettsiales trasmitidas por garrapata, son enfermedades
zoonoticas emergentes de distribucion mundial, y causales de graves problemas
de salud con importancia médica y veterinaria. Los agentes patdgenos causales
son: Rickettsia rickettsii, agente causal de Fiebre Manchada de las Montafas
Rocallosas, Anaplasma phagocytophilum, el agente causal de Anaplasmosis
Granulocitica Humana; Ehrlichia chaffeensis, agente causal de la Ehrlichiosis
Monocitica Humana; y finalmente E. canis, agente de Ehrlichiosis Monocitica
Canina. La principal via de transmisién, es la mordedura de la garrapata. Todas
causan manifestaciones clinicas similares, pero con caracteristicas
epidemioldgicas diferentes. Indudablemente, estas bacterias en su conjunto estan
presentes en México, dada las evidencias presentadas. Siendo un grave problema
el subdiagnéstico en las Unidades Médicas y hospitalarias del pais, y por lo tanto,
con tratamiento tardio, y sus consecuencias en la evoluciéon a formas graves e
incluso mortales. En el presente escrito, se muestran las diferentes evidencias de
su presencia, frecuencia, genotipificacion y manifestaciones clinicas en pacientes.
Se muestra el desarrollo de una PCR multiplex para detectar el gene GroEL de E.
canis y E. chaffeensis, encontrando una sensibilidad de 16 y 24 copias por
reaccion, respectivamente; y una alta especificidad cuando se sometié a DNA de
otras bacterias genéticamente cercanas. En base a esto se buscd la relacion
filogénetica de E. canis en perros naturalmente infectados y garrapatas alrededor
del pais, para compararlas con diferentes secuencias del gene 16SrRNA
publicadas en el continente Americano; teniendo como resultado tres clados, de
los cuales las muestras obtenidas en México conforman un clado independiente.
Es necesario profundizar en el tema y utilizar un gene con mayor variabilidad. En
la busqueda de estos patégenos en el vector competente y/o potencial, se realizé
una colecta en 101 sitios alrededor de México, obteniendo 1107 garrapatas de 16
especies, de las cuales se demostré la frecuencia de infeccion de 9.65 (42
garapatas) para E. canis, 10% (44 garrapatas) Anaplasma phagocytophilum, 1.8%
(8 garrapatas) E. chaffeensis y 2.2% (10 garrapatas) R. rickettsii. Teniendo una



fuerte evidencia de la presencia del vector en México. Se describié el primer
registro de E. chaffeensis con resolucién fatal para una paciente, de la cual se
presentd evidencia clinica, seroldgica, molecular e histopatoldgica. Y finalmente,
se estudié como la distribucion presente del vector se vera afectada por el Cambio
Climatico en nuestro pais, y con esto, el incremento en el riesgo de adquisién de
alguno de estos patogenos. En este ciclo complejo de transmision evaluamos a las
garrapatas como vectores transmisores, mamiferos domeésticos y silvestres como
huésped, y finalmente el humano actuando como el ultimo eslabén de la cadena
de transmisioén, actuando como un huésped accidental. Cabe destacar que las
muestras de mamiferos y vectores fueron colectadas en México, descartando una
posible importacién de la enfermedad; demostrando de manera contundente la
presencia del ciclo enzodtico en el pais. Es de gran interés continuar con el
estudio de estas enfermedades, los factores asociados y la interaccion patégeno-
huésped-vector, por el potencial de diseminacion de la garrapata a nuevas areas,

y el grado de afeccion que pueden provocar.

Palabras claves: Anaplasma phagocytophilum; Rickettsia rickettsii; Ehrlichia

chaffeensis; E. canis; garrapatas; humanos; zoonosis.



Abstract

Tick-borne Rickettsial Diseases (TBRD) are emerging zoonotic diseases with a
worldwide distribution, causes serious health problems with medical and veterinary
settings. The causative pathogens are: Rickettsia rickettsii, agent of Rocky
Mountains Spotted Fever; Anaplasma phagocytophilum, the causative agent of
Human Granulocytic Anaplasmosis; Ehrlichia chaffeensis, etiological agent of
Human Monocytic Ehrlichiosis; and finally E. canis, agent of Canina Monocytic
Ehrlichiosis. The main route of transmission is the tick bite. All cause similar
manifestations, but with different epidemiological settings. Undoubtedly, these
bacteria are present in Mexico, given the presented evidence. It is a serious
underdiagnosis problem in Medical and hospital units in the country, and therefore,
with delayed treatment, and its consequences on the evolution serious and even
fatal. In this paper, we showed evidences of their presence, frequency, genotyping
and clinical manifestations in patients. We developed a PCR multiplex to detect
shown GroEL gene E. canis and E. chaffeensis, finding a sensitivity of 16 copies
per reaction and 24, respectively; and high specificity when subjected to DNA of
other bacteria genetically close. Based on this the phylogenetic relationship of E.
canis in dogs naturally infected ticks around the country and was sought, to
compare with different gene sequences 16SrRNA published in the American
continent; resulting in three clades, of which samples obtained in Mexico make an
independent clade. It is necessary to delve into the subject and use a gene with
greater variability. In the pursuit of these pathogens in the appropriate vector
and/or potential, a collection was held at 101 sites around Mexico, obtaining 1,107
ticks of 16 species, of which the frequency of infection was 9.65% (42 ticks) for E .
canis; 10% (44 ticks) Anaplasma phagocytophilum; 1.8% (8 ticks) E. chaffeensis;
and 2.2% (10 ticks) R. rickettsii, it having a strong evidence of the presence in their
vectors in Mexico. We described the first record of E. chaffeensis with fatal
resolution for a patient, which we presented clinical, serological, molecular and
histopathological evidence. And finally, it was studied as this vector distribution and

their affection by climate change in our country, and with this, the increased risk of



acquisition of any of these pathogens. In this complex transmission, we evaluate
ticks as vectors transmitters, domestic and wild mammals as a host, and finally the
human acting as the last link between the transmission chains, acting as an
accidental host. It should be noted that samples of mammals and vectors were
collected in Mexico, descarting a possible import of the disease; conclusively
demonstrating the presence of enzootic cycle in the country. Is a great interest to
continue the study of these diseases, associated factors and the interaction
between host-vector-pathogen, the potential for spread of ticks to new areas, and

the degree of condition that can causes.

Keywords: Anaplasma phagocytophilum; Rickettsia rickettsii;  Ehrlichia

chaffeensis; E. canis; ticks; humans; zoonoses.



I. INTRODUCCION

Las enfermedades Rickettsiales transmitidas por garrapatas (TBRD) son
enfermedades zoondticas causadas por bacterias intracelulares obligadas vy
transmitidas por garrapatas Ixodidae o “garrapatas duras”. Este grupo esta
conformado por: Fiebre Manchada de las Montafias Rocosas (FMMR) el agente
causal es Rickettsia rickettsii (R. rickettsii), Anaplasmosis Granulocitica Humana
(HGA) por Anaplasma phagocytophilum (A. phagocytophilum), Ehrlichiosis
Monocitica Humana (HME) por Ehrlichia chaffeensis (E. chaffeensis) y Ehrlichiosis
Monocitica Canina (CME) por E. canis. La distribucién de estas enfermedades
esta relacionada con la distribucion del vector. Su presencia se ha reportado en
Asia, Africa, Europa y Estados Unidos1, Sin embargo, sélo la FMMR ha sido
descrita en México y en algunos paises de Sudamérica.

Entre 1984 y 2009, nueve especies de Rickettsias fueron identificadas como
agentes emergentes transmitidos por garrapatas alrededor del mundo. Seis de
estas especies han sido aisladas de garrapatas, después se aislaron en humanos
causando la enfermedad. Las bacterias de la familia Anaplasmataceae era
consideradas solo de importancia en medicina veterinaria, pero ahora cuatro
especies han sido implicadas en la etiologia de enfermedades en humanos,
incluyendo: E. chaffeensis, A. phagocytophilum, E. ewingii y recientemente E.
canis®.

El diagndstico se basa en la visualizacion de las morulas dentro de la célula diana,
deteccién del aumento de anticuerpos mediante Inmunofluorescencia indirecta,
Western Blot (WB) o la demostracion de DNA bacteriano mediante la reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR)".

Los criterios del CDC para diagnéstico de TBRD son:

Caso confirmado.- La presencia de manifestaciones clinicas de enfermedad
aguda caracterizada por fiebre con cefalea, mialgias, rash, anemia, leucopenia,
trombocitopenia o transaminasas hepaticas elevadas, seguida de nauseas, vomito
y/o mal estado general con evidencia serologica por ELISA o IFA en muestras

pareadas, muestras positivas mediante inmunohistoquimica en biopsia de piel o



autopsia de organos, la demostracion de DNA de la bacteria mediante PCR o
cultivo celular de la bacteria.

Caso sospechoso: Datos clinicos de sospecha con evidencia seroldgica por ELISA
o IFA o la identificacién de la mérula en la célula diana °.

Las TBRD son enfermedades que presentan un comportamiento heterogéneo y se
pueden confundir en la fase aguda con diferentes enfermedades: dengue clasico y
hemorragico, mononucleosis infecciosa, meningitis viral o bacteriana, encefalitis,
sepsis, sindrome de abdomen agudo, fiebre tifoidea, descompensacién de
enfermedades metabdlicas e influenza’.

Con base a los estudios realizados, considerando que son enfermedades
zoonoticas emergentes con tasa de letalidad alta hasta del 25% si no se da
tratamiento, asi como el desconocimiento de los agentes etioldgicos en el pais o
se han descritos poco y con el fin de establecer que elementos pueden estar
participando en el ciclo silvestre o doméstico de cada una de las TBRD que
integran este complejo. En el presente escrito se muestran solidas evidencias que
enfatizan la importancia del estudio de las TBRD; demostrando nuevas
herramientas de diagndstico, diferencias filogenéticas, frecuencia y distribucion;
ademas, en una cadena de transmisidén légica la afeccién en el humano como
huésped accidental. Y finalmente, como estés patdégenos se veran influenciados
por el cambio climatico en su distribuciéon y posterior afeccion a sus vectores y

reservorios competentes.



Il. REVISION DE LA LITERATURA

2.1 Agentes etiolégicos

La tribu Anaplasmataceae esta compuesta por bacterias intracelulares obligadas
patdgenas y no patégenas, las cuales infectan a invertebrados, aunque existen
algunas especies que tienen como células blanco, las células hematopoyéticas de
mamiferos y aves®. Compuestas por las familias Rickettsiaceae y
Anaplasmatacea, se transmiten por la mordedura de vectores artropodos excepto
Neorickettsia spp, pudiendo causar enfermedades fatales como el tifo epidémico?.
Los miembros de la familias Anaplasmataceae, estan confinadas en una
membrana que comparten con la célula huésped mientras que las bacterias de la
familia Rickettsiaceae no'. Son patégenos del humano los siguientes: A.
phagocytophilum, E. chaffeensis, E. canis, E. ewiingii, R. rickettsii y Neorickettsia
sennetsu (N. sennetsu). Cabe sefialar que de la familia Anaplasmataceae: E.
chaffeensis, E. canis y N. sennetsu, primero fueron reconocidas como patdgenos
en medicina veterinaria antes de demostrarse que infectaban al humano.
Neorickettsia spp. a diferencia de Ehrlichia spp. y Anaplasma spp., se transmite a
los mamiferos por la ingestion de pescado o insectos acuaticos infectados de
trematodos'°.

La primera bacteria de la familia Anaplasmataceae en ser reconocida como agente
causal de Ehrlichiosis humana fue N. sennetsu. Esta bacteria ha sido aislada de
sangre de muchos pacientes con signos similares a la mononucleosis infecciosa
en Japén y Malasia, y recientemente ha sido detectada en pacientes de Laos®. La
relacion que existe en cada especie con la TBRD, se compara si las garrapatas
identificadas se han reportado como vectores competentes’ (aquellos que se han
encontrado formando parte de un ciclo enzodtico donde estan infectados vy
pueden transmitir la bacteria a un huesped mamifero entre ellos el hombre) o
vectores potenciales (aquellas garrapatas que estan infectadas con la bacteria
pero no se ha demostrado que lo puede trasmitir a los hospederos), los géneros
de garrapatas incluyen a Haemaphysalis, Rhipicephalus, Dermacentor,

Amblyomma’ e Ixodes®®°,



2.2 Epidemiologia mundial de TBRD

FMMR, HME, HGA y CME son zoonosis provocadas por R. rickettsii, E.
chaffeensis, A. phagocytophilum y E. canis, respectivamente; los cuales se
mantienen en la naturaleza mediante un ciclo que incluye animales salvajes y las
garrapatas de la familia Ixodidae. La epidemiologia de estas enfermedades se
refleja en la distribucién geografica (Figura 1)', actividades estacionales de
vectores, reservorios y el comportamiento del humano al integrarse cada vez mas
a zonas de riesgo con actividades fisicas como senderismo y excursionismo, en
los cuales pueden ser mordidos por la garrapata y subsecuentemente infectados
(Cuadro 1). El 90-93% de los casos reportados en EUA a la CDC ocurren durante
los meses de abril a septiembre, coincidiendo con el nivel mas alto de actividad de
las garrapatas y por ende la infeccién en humanos®.

Los hombres parecen presentar un mayor riesgo para adquirir alguna de las
enfermedades, posiblemente porque tienen mayor actividad al aire libre o el

riesgo ocupacional >’

. La FMMR presenta una mayor incidencia en nifios <10
afios, comparado con grupos de varias edades (20-40 y 40-60 afos), en estudios
previos presentados en EUA. Por otro lado HME y HGA tienen una mayor
incidencia en personas >70 afios y 60- 69 afios, respectivamente’.

Dos estudios de cohortes en el sureste, centro y sur de EUA han demostrado que
mas del 22% de los nifios presentaron evidencia de titulos serologicos de
exposicion a antigenos de E. chaffeensis y R. rickettsii, sugiriendo que la infeccion
ehrlichial y rickettsial pueden ser mas comunes de lo que se pensaba.

R. rickettsii es el agente de la FMMR en EUA, descrito en 1899 por Maxey; se
creia el unico agente del grupo de las enfermedades Rickettsiales en América en
el siglo XX. Sin embargo, otros agentes del grupo de fiebre Rickettsiales han sido
encontrados en garrapatas y considerados como no patégenas®. Entre 1984'% y
2004, se re reportaron nueve especies o0 subespecies de rickettsias alrededor del
mundo y consideradas ya como enfermedades zoondticas emergentes en los

diferentes paises que se presentan’>.



Figura 1. Distribucién geografica de TBRD en el mundo. Modificado de Parola et al., 2001, Sosa et
al., 2011 y Tinoco et al., 2009.
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La Rickettsiosis es transmitida al humano a través de la mordedura de especies de
garrapatas'®. Dermacentor variabilis en el este, centro y costa del pacifico en EUA;
D. andersoni en el oeste de EUA®, y R. sanguineus en México'®. Durante 1997-
2002, se estimd una incidencia basada en una vigilancia pasiva y fue de 2.2 casos
por un millén de personas, mas de la mitad de los reportes fueron solo en cinco
estados del sur de EUA™, los cuales colindan con México. Las incidencias varian
considerablemente con el area geografica. La Rickettsiosis también es una
enfermedad endémica en varios paises en centro y sur América incluyendo
Argentina, Brasil, Colombia, Costa Rica, Panama y México'. En México al inicio
del 2009 se detectd en el municipio de Mexicali, Baja California la presencia de la
enfermedad. Se observaron 1,453 casos sospechosos, 734 casos probables y
278 casos confirmados. El grupo escolar fue el que presento el 56% de los casos
estudiados, el 58% fueron mujeres afectadas y 42% hombres. Presentandose la

mayoria de los casos entre los meses de marzo a septiembre®.



Las bacterias del género Ehrlichia habian sido consideradas solo de importancia
veterinaria, en afos recientes han sido implicadas cuatro especies que causan
enfermedad en los humanos'”'®. El primer caso de Ehrlichiosis monocitica fue
descrito en 1987 en EUA", atribuyendolo en un principio a E. canis. En 1991 se
logré aislar la bacteria atribuyendo la responsabilidad a E. chaffeensis®. La HME
es transmitida por la garrapata Amblyomma americanum y posiblemente por otras
garrapatas. El venado cola blanca es el principal huésped competente en todos los
estadios de esta garrapata y un importante reservorio natural de E. chaffeensis. Se
ha documentado la infeccién natural de coyotes, perros, cabras y roedores de
campo. El reporte promedio anual en EUA por la CDC de incidencia era de 0.7
casos por millén de humanos, pero esta varia por estados, como en Carolina del
Norte donde la incidencia doblé a lo reportado para Rickettsiosis. El reporte de
incidencia probablemente esta subestimado en las areas endémicas. En México
se tiene el reporte de un caso de E. chaffeensis en el estado de Yucatan, el
diagnostico fue realizado mediante IFA el cual puede provocar reacciones
cruzadas entre las diferentes especies de Ehrlichia'®"®.

En 1994 fue descrita por primera vez la Ehrlichiosis Granulocitica en EUA y
subsecuentemente se demostré la presencia en Europa. Se relacion6 a E. equi y
E. phagocytophilum (patégenos causantes de Ehrlichiosis en caballos y rumiantes,
respectivamente). Sin embargo, estudios filogenéticos demostraron que las
diferencias entre cada especie eran insuficientes para tratarse de organismos
diferentes, y estas bacterias las reorganizaron en una y la denominaron A.
phagocytophilum y su enfermedad fue renombrada como Anaplasmosis
Granulocitica Humana (HGA)°. Su vector transmisor es la garrapata Ixodes
scapularis'®. El venado, alce y roedores de campo son reservorios. Los primeros
casos de infeccion por HGA se describieron en Estados Unidos en 1994 donde
esta enfermedad es mas frecuente que HME, teniendo un reporte anual de 1.6
casos por millén durante 2001-2002. Los estados de mayor incidencia reportan
hasta 36.5 casos por millén.

La garrapata I. scapularis también transmite Borrelia burgdorferi agente causal de

la Enfermedad de Lyme, y varias especies de babesias, por lo que la propagacién



de HGA puede estar distribuida como los otros agentes y algunas veces hay
coinfeccién con éstas bacterias'. En México no se tienen antecedentes de esta
enfermedad en humanos, solo un estudio seroepidemiologico en perros donde se
obtuvo un 21% de prevalencia®'. E. canis es la bacteria causal de la Ehrlichiosis

monocitica canina (CME) la cual es una enfermedad crénica en los perros'#4

, en
el 1999 se demostro la presencia de infeccidon en humanos y en el 2007 que era
capaz de provocar enfermedad. En el 2011 se present6 el primer estudio

epidemiologico con la presencia de manifestaciones clinicas de Ehrlichiosis

monocitica en pacientes de Sinaloa, México?.
Cuadro1. Epidemiologia de TBRD*

Agente Enfermedad Garrapata vector Distribucién Huésped
geografica vertebrado
R. rickettsii Fiebre de las Dermacentor Dos terceras  Roedores, coyotes,
Montafas variabilis partes de perros, ardillas y
Rocosas EUA, costa hombre.
del pacifico
D. andersoni Estados de
las Montafias
rocosas
Rhipicephalus Mundial
sanguineus
Amblyomma Centro y sur
cajennense América
A. aureolatum
E. canis Ehrlichiosis R. sanguineus Mundial Perros, chacal,
monocitica coyote, perro
canina salvaje africano,
ZOrro gris y rojo.
E. chaffeensis Ehrlichiosis A. americanum, D. Sureste y Venado cola
monocitica variabilis, Ixodes centro de blanca, perro,
humana pacificus EUA. México. coyote y cabras.
A. phagocytophilum Anaplasmosis l. scapularis, R. Noreste de Roedores
Granulocitica sanguineus EUA Peromyscus,
humana venados, alces,
caballos, ardillas,
chimpanceés.
I. pacificus Costa del Ardillas, ratas,
pacifico caballos, llamas,
venados, roedores.
. ricinus Europa Ciervos, roedores,
venados, caballos,
perros, gatos,
ovejas.

*Modificado de Walker et al 2008.



2.2 Epidemiologia en México

La primera evidencia de las enfermedades Rickettsiales transmitidas por
garrapatas (TBRD) en Meéxico, fue a partir de 1940 en sueros de humanos,
aunque no existe un sistema confiable de casos. En 1965 eran endémicos 12
estados: Distrito Federal, Hidalgo, Tlaxcala, Puebla, Querétaro, Michoacan,
Oaxaca, Guerrero, Chiapas, Veracruz, San Luis Potosi y Nuevo Leén™. En 1985%
se presentaron casos de Tifo Endémico y Tifo Murino, mas tarde en 1999 se
reportd la presencia de un caso aislado de Ehrlichiosis monocitica en Yucatan
causado por E. chaffeensis. En el 2000%*, Nufiez realizé un estudio nacional de
seroprevalencia en perros sobre E. canis el agente causal de Ehrlichiosis
monocitica canina, el cual iba tomando importancia debido al posible potencial
zoondtico, reportado en el 2001 en Venezuela®® donde se aislé esta bacteria por
medio de un cultivo celular de un paciente sin manifestaciones clinicas, en el 2007
estudios regionales de seroprevalencia en el Noroeste de la Republica Mexicana
reportaron una prevalencia de 34% en Mexicali, Baja California® y 74.6% en
Sinaloa®’. En el 2008, Sosa y colaboradores?' reportaron la presencia de A.
phagocytophilum en 152 perros de Sinaloa con una frecuencia de infeccién del
21%. Debido a la alta seroprevalencia de E. canis encontrada en ese estado del
norte y el potencial zoondtico?®?°. En el 2011 Sosa y colaboradores realizaron la
busqueda de los vectores transmisores y la presencia de la enfermedad en
humanos mediante PCR y secuenciacion con una prevalencia de infeccién de
29.1% para el gene para Ehrlichia spp y 22.3% para E. canis; reportando ademas
las primeras evidencias clinicas de la enfermedad en humanos. A su vez no solo
encontraron al vector competente de la bacteria; la garrapata Rhipicephalus
sanguineus si no a otros vectores hasta el momento potenciales positivos a

Ehrlichia spp.

A inicios del 2009 se detectd en el municipio de Mexicali, Baja California un brote
de Rickettsiosis causado por Rickettsia rickettsii principalmente y solo 3 casos de
R. prowasekii; en la cual se estudiaron 1453 casos sospechosos, 734 casos
probables y 278 casos confirmados mediante la técnica de PCR. Este brote



presentd una letalidad de 2.5%, donde las manifestaciones clinicas principales

fueron: fiebre, cefalea, astenia, nauseas, vomito y dolor abdominal16 (Figura 2).

Figura 2. Mapa de distribuciéon de casos humanos de TBRD en México. Modificado de
CENAPRECE 2012, Sosa et al, 2011 y Mercado, 2010.
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2.2 Epidemiologia del vector

Las garrapatas son artropodos hematdfagos que parasitan toda clase de
vertebrados en casi todas las regiones del mundo' y han sido reconocidas como
ectoparasitos de humanos desde hace cientos de afios en la Grecia antigua por
escritores como Homero o Aristételes'®. Desde los comienzos del siglo XX, las
garrapatas han sido implicadas como vectores, reservorios y/o amplificadores de
algunas enfermedades Rickettsiales zoondticas. Hasta enero de 2008, se tienen
869 especies de garrapatas. Existen dos familias de garrapatas: Las Ixodidae o
“garrapatas duras”, llamadas asi debido a que en su dorso tienen un escudo
esclerotizado y son la familia mas importante en términos numéricos y medicos, y
la familia Argasidae o “garrapatas blandas”, llamadas asi porque carecen de
escudo en su dorso y tienen una cuticula flexible. Las garrapatas tienen tres
estadios de desarrollo en su ciclo de vida: larva, ninfa y adulto (macho y
hembra)*'2.

Las garrapatas de la familia Ixodidae se distribuyen en todo el mundo, incluyendo

las zonas antarticas, pero encontradas facilmente en las regiones tropicales y



subtropicales. Son ectoparasitos obligados preferentemente de vertebrados,
siendo vulnerables los mamiferos, quienes por su temperatura, olor y fuente de
nutrientes son altamente atractivos®. Sin embargo, también son susceptibles de
ser parasitadas aves, reptiles y anfibios. Estas garrapatas tienen varios atributos
que mejoran su estatus de vector, puesto que se alimentan por largos periodos
durante el cual permanecen en su huesped y su mordedura al alimentarse es
indolora y asi pasar desapercibidas; como ellas se alimentan solo una vez en cada
estadio de desarrollo, pueden ocupar una gran variedad de posibles huéspedes en
diferentes habitats®.

A pesar de que las garrapatas se han estudiado por mucho tiempo, solo hasta
finales del siglo XIX se logré6 demostrar que ellas pueden transmitir enfermedades;
Smith y Kilbourne demostraron que la garrapata Boophilus annulatus transmitia al
protozoario B. bigemina. Al comienzo del siglo XX, las garrapatas fueron
implicadas ya como vectores de enfermedades bacterianas a los humanos. Como
la garrapata Ornithodoros moubata (Argasidae), que en 1905 fue descrita como
uno de los vectores de Borrelia duttonii, y 1906 la garrapata Dermacentor
andersoni transmitia R. rickettsi por Ricketts?.

La principal importancia de las garrapatas es que son reservorios y vectores de
una amplia gama de agentes patégenos causantes de varias enfermedades: virus
(encefalitis), bacterias: rickettsias (fiebre Q, fiebre de las montafas rocosas,
ehrlichiosis o anaplasmosis), Fransicella tularensis (tularemia), B. burgdorferi
(enfermedad de Lyme)®, protozoarios (babesiosis), los cuales son transmitidos a
los vertebrados durante la alimentacién o indirectamente por contacto con los
fludos de las glandulas coxales y heces®. En las Ultimas décadas, se ha
incrementado el interés del estudio de las garrapatas Ixodidae por la transmision
de TBRD, las cuales son zoonosis emergentes en Europa y Estados Unidos solo
después de la enfermedad de Lyme °.

Dermacentor variabilis se encuentra distribuida en el este de las montanas
Rocosas, asi como en la costa del Pacifico. En México se ha reportado en
Chiapas, Hidalgo, Edo. de México, Oaxaca, Puebla, San Luis Potosi, Sonora,

Tamaulipas, Tlaxcala y Yucatan. El huésped predilecto para los adultos es el



perro, pero se alimenta indistintamente de grandes mamiferos®. Parasitan con
frecuencia a humanos que realizan actividades al aire libre. Recientemente se
demostré de manera experimental que la garrapata D. variabilis, en estado de
ninfa es capaz de transmitir E. canis'>. Hemaphisalis leporis-palustris es un
parasito de conejos tanto silvestres como domésticos. Es el principal reservorio de
la tularemia en Alaska. Se tienen datos de distribucion que hacen suponer que se
encuentra practicamente por todo el pais®. Ixodes scapularis la reportan para los

Estados de Tamaulipas, Jalisco, Coahuila y Oaxaca &'

sobre perros, ganado y
Felis pardalis. Es el principal vector de B. burgdorferi agente etiolégico de la
enfermedad de Lyme en México®. Amblyomma americanum sirve como vector

bioldgico para la transmision de E. chaffeensis y E. ewiingii'.

2.3 Ciclo de vida y ecologia del vector. Las garrapatas Ixodidae tienen 3
estadios de vida y una hospedero por estadio del cual se alimenta (larva, ninfa y
adulto macho o hembra). En cada fase la garrapata busca un hospedero, se fija y
alimenta durante periodos varios dias. Una vez plétora, se separa de su huésped y
cae para buscar un lugar donde pueda digerir la sangre, cambiar su muda a la
préxima fase y buscar un nuevo hospedero o entrar en diapausa, un estado
caracterizado por reducir el metabolismo y retrasar el desarrollo (Figura 2). La
reproduccién generalmente ocurre sobre el huesped?®. Después la hembra cae de
su hospedro para digerir la sangre y poner sus huevos (400 a mas de 3,000
dependiendo de la especie) en un lugar seguro y muere. Su ciclo de vida esta
completo entre 2 meses a 2 afos, pero pudiera tomar entre 6 meses a 6 afos,
dependiendo de las condiciones medioambientales; incluyendo temperatura,
humedad relativa y fotoperiodo'. Las garrapatas pasan mas del 90% de su vida
libre y solo el 10% sobre su huésped. Muchas especies de garrapatas son
exofilicas (ellas viven en campo abierto, prados o bosques)z. Adquieren una
actividad estacional, buscando aun huésped potencial cuando las condiciones
sean apropiadas. Ellas son muy sensibles al estimulo que indica la presencia del

huésped, estos incluyen estimulaciones quimicas, humedad, quimicos aromaticos,



vibraciones y la temperatura corporal asociada con el calor de la sangre de
animal®.

Figura 3. Ciclo de vida de la garrapata. Modificado de Parola y Raoult 2001.
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alimentandose de una variedad limitada de animales. Otras garrapatas pueden
alimentarse de un huésped diferente en cada estadio de su vida. Por ejemplo, la
garrapata Rhipicephalus sanguineus se alimenta en cada estadio de su vida solo
de los perros®. Por otro lado, Ixodes scapularis y Amblyomma americanum se
alimentan de diferentes especies animales, que pueden ser grandes mamiferos,
hasta roedores o aves. Generalmente la distribucion del habitat también influye en
la seleccion del huésped, porque las garrapatas se adaptan al habitat o la
vegetacion. Diferentes especies de garrapatas tienen afinidad a alimentarse de los
humanos. Un ejemplo de ello es la garrapata R. sanguineus que puede
alimentarse del humano cuando no existe la presencia de su huesped el perro u
otro posible hospedero?.

Durante las primeras 24 a 36 horas de fijacién, no hay o es muy poca la ingestion
de sangre, debido a que la penetraciéon y fijacion son las actividades

predominantes. La secrecién salivar producida por la garrapata tiene un cemento



para anclar el gnatosoma a la piel del huésped, enzimas, vasodilatadores,
antiinflamatorios, antihemostaticos y sustancias inmunosupresoras, ademas de
contener un anestésico que facilita la mordida. Aunque pudieran existir algunas
especies que ademas contengan sustancias que provoquen la paralisis de sus

huéspedes™®.

2.3.1 Epidemiologia de las enfermedades transmitidas por garrapatas. Las
garrapatas pueden infectarse de la bacteria a través de tres vias: la alimentacién
de un huésped con bacteriemia, transestadial y transovarica. Todas estas formas
de transmision pueden ocurrir para una sola bacteria, como es el caso de R.
rickettsii que puede ser transmitida de cualquiera de estas vias?.

Lo que mantiene a las enfermedades transmitidas por garrapatas en la naturaleza
ademas de sus vector, son sus reservorios tanto animales domésticos como
salvajes y ocasionalmente los humanos. Por cada enfermedad bacteriana, existen
una o varias garrapatas vectores y ademas existir uno o mas reservorios'. El
huésped animal susceptible a la bacteria necesita desarrollar una bacteriemia
relativamente larga para ser un reservorio de la infeccion. La infectividad de los
reservorios, la velocidad de infestacion de la garrapata son variables que
determinan la epidemiologia de estas enfermedades, que son influenciadas por
factores fisiolégicos y ecolégicos como: la preferencia por el huésped en los
diferentes estadios de la garrapata, el grado de contacto con la garrapata, la
actividad temporal entre los vectores y el huesped, susceptibilidad del huésped a
la bacteria, condiciones medio ambientales y la inmunidad del huesped. La
proporcion en que las garrapatas adquieran la bacteria se incrementa con la
duracion de la fijacién sobre el reservorio mientras estas se alimentan® La
garrapata transmite la bacteria a los humanos cuando estas se estan alimentando
y los sitios estdn contaminados con secreciones salivares, regurgitacion del
contenido intestinal y heces. Las garrapatas sobre los humanos pueden colocarse
en diferentes sitios pero los mas frecuentes son en la cabeza, cuello e ingle. La
garrapata Dermacentor variabilis vector de R. rickettsii se encuentra comunmente

en cabeza y cuello, Amblyomma americanum en extremidades, espalda baja e



ingles®®, Rhipicephalus sanguineus en la cabeza de nifios y en adultos en
cualquier area del cuerpo e Ixodes scapularis en diferentes sitios'®. Las razones
por las cuales algunas garrapatas tienen sitios preferenciales para alimentarse aun
no han sido descritas. Los factores de la garrapata relacionados con la velocidad
en que se infectan los humanos con estas bacterias incluye: la prevalencia del
vector, velocidad de infeccion, la posibilidad de alimentarse de las personas y la
presencia de los reservorios.

Las enfermedades transmitidas por garrapatas tienen una distribucion geografica
localizada y solo pueden existir en lugares que permitan una Optima condicion
para las garrapatas, sus huspedes y las bacterias. Existe una serie de eventos que
pueden perturbar estas asociaciones como los cambios climaticos, urbanizacion y
deforestacion. Para permitir el mantenimiento de la infeccion en nuevas areas las
garrapatas o los reservorios deben encontrar a otros reservorios o garrapatas. La
dispersion de las garrapatas en grandes distancias se debe a que las garrapatas
fijadas en sus huespedes pueden viajar grandes recorridos en aves migratorias y
mamiferos, pero ademas el hombre contribuye a la dispersion de éstas debido a
las practicas de agricultura o la modificacion de los habitats de las garrapatas para
uso ganadero®*,

Algunas garrapatas son capaces de transmitir varias bacterias. |. scapularis en
EUA es el vector de B. burgdorferi sensu stricto, A. phagocytophilum vy
posiblemente B. microti un protozoario causante de la babesiosis. Ademas, una
sola garrapata puede estar infectada de estos tres organismosz' % En Suiza se
encontré en un 2% de las garrapatas |. ricinus la coinfeccion entre B. burgdorferi y
A. phagocytophilum, y en Nueva York un 5.5% de coinfeccién de estas bacterias®.
Se ha documentado la infeccion con B. burgdorferi, A. phagocytophilum y B.
microti en personas que han mostrado manifestaciones de casos atipicas de las

enfermedades™®.
2.4 Manifestaciones clinicas

Una historia médica detallada puede revelar alguna actividad que sugiere una

exposicion potencial a la garrapata. Ya sea actividades al aire libre durante abril —



septiembre, particularmente en areas donde el pasto sea alto o arbusto que
puedan incrementar el riesgo de exposicion a la mordedura de la garrapata; como
actividades recreativas u ocupacionales que implicaran exposicion al habitat de la
garrapata, estas actividades pueden incluir el campismo, excursionismo, pesca,
jardineria y pasear a los perros; la vegetacion que rodea las carreteras, vias
férreas, y campos puede ser también habitats para las garrapatas, viajes recientes
a areas donde TBRD pueda ser endémico o algun miembro de familia, compafiero
de trabajo o mascotas con una enfermedad similar puede proveer de informacién
importante para hacer el diagnéstico presuntivo de TBRD. Sin embargo, la falta de
algunos de estos hallazgos no excluye a este diagndstico. En areas endémicas
donde los agentes causales de TBRD estan presentes todo el afio, adultos o nifios
que juegan sobre el pasto en sus propios patios son areas de riesgo. La mayoria
de los pacientes no recuerda o reconoce si fué mordido por la garrapata por que la
localizacion de la garrapata es desconocida; la mordedura es un poco dolorosa,
sobre todo si muerden en los estados inmaduros como las ninfas pero aun asi
puede transmitir la infeccién. Una historia especifica de mordedura de garrapata
se ha reportado en el 60% de los casos para Rickettsiosis y solo en un 68% en los
casos de ehrlichiosis'?>.

Los médicos clinicos provenientes de areas donde estas enfemedades tienen una
baja incidencia o se desconoce su presencia estan en desventaja debido a que no
pueden distinguir esta de algunas otras enfermedades infecciosas y sindromes no
infecciosos. Porque TBRD tipicamente es esporadico, y la identificacion de estas
infecciones requieren de un muy buen historial clinico, especialmente si esta en
una zona en la cual TBRD no ha sido reconocida como ocurre frecuentemente®.
Las manifestaciones clinicas de TBRD son similares, y aparecen dos semanas
después de la mordedura de la garrapata. La mayoria de los pacientes visitan al
médico los primeros dos o cuatro dias después de presentar alguna manifestacion
clinica. Las manifestaciones clinicas en un inicio se caracterizan por picos de
fiebre, escalofrios y dolor de cabeza, comunmente asociada con mialgia. Los
adultos pueden presentar fotofobia. El dolor de cabeza siempre se reporta en los

adultos y puede llegar a ser grave. Los pacientes también pueden presentar



nauseas, vomitos y anorexia al principio de la enfermedad, especialmente en
Rickettsiosis y HME en nifios. Pueden presentar diarrea. Otras manifestaciones
observadas frecuentemente en los nifios es el dolor abdominal, alteracion del
estatus mental y secreciones conjuntivales. El dolor abdominal grave pudiera
parecer apendicitis o0 alguna otra causa de dolor abdominal agudo. Existen
algunos reportes en los que se describen edema periorbital bilateral, edema en
dorso, manos y pies, dolor en tendones de las pantorrillas®>"2%:39,

El 50% de los pacientes con TBRD requiere hospitalizacién, debido a que las
manifestaciones pueden tornarse graves e incluye una fiebre prolongada, falla
renal, confusion mental, tos, infiltrado en las radiografias toracicas, miocarditis,
hipotensién, cuagulopatia diseminada intravascular, sindrome hemofagocitico,
meningoencefalitis, sindrome de estrés respiratorio y fallas de multiples érganos,
rabdomiolisi, manifestaciones neuroldgicas (polineuropatias desmielinizantes)
resultantes de la afectacion de diversos sistemas organicos. La Anaplasmosis no

ha sido asociada a la meningoencefalitis®” 347",

Cuadro 2. Manifestaciones clinicas de TBRD. Tomado de Dumler et al., 2007; Mercado, 2010 y
Sosa et al, 2011.

M. clinicas HME (%) HGA (%) SFRM (%) CME (%)
Fiebre 97 93 100 98
Mialgia 57 77 81 56
Cefalea 80 76 87 81
Nausea 64 38 66 56
Vémito 33 26 54 23
Diarrea 23 16 NA 2
Tos 26 19 35-80 16
Artralgia 41 46 72 25
Rash 31 11 98 NA
Torticolis 3 21 53 NA
Confusion 19 17 68 NA
Escalofrios 56 82 60-82 54
Dolor abdominal 88 NA 86 NA

NA. No aplica.

Estos manifestaciones se han observados en pacientes del Continente Americano
y Europeo por diferentes cepas, sugiere que depende mas bien del estado
fisiolégico del paciente®'. Los factores que influyen en la gravedad de estas
enfermedades son: edad, sexo, abuso crénico del alcohol, deficiencia de la

glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, estado nutricional, una variedad de trastornos



relacionados con enfermedades inductoras de inmunodeficiencia como cancer y
otras enfermedades infecciosas como puede ser VIH*, alteraciones metabdlicas,
trasplante de 6rganos, esplenectomia, trastornos laborales, psiquicos o de estrés,
que ocasionan un déficit secundario de la inmunocompetencia, ademas de
enfermedades infecciosas oportunistas (neumonia micética como candidiasis
diseminadas, aspergilosis pulmonares, esofagitis necrotizantes y criptococcosis),

que pueden llevar a la muerte del paciente %'

. En pacientes jovenes sin otras
patologias se observa inmunosupresiéon inducida por la propia enfermedad
(neutropenia, trombocitopenia y linfopenia) no es, por si misma, tan intensa como
para dejar al paciente desprotegido, pero puede potenciar estados de
inmunodepresion subyacentes facilitando la infeccion por los patdégenos
oportunistas antes sefialados®’. Los pacientes que presentan una enfermedad de
curso cronico o persistente (mas de un afo) presentan paralisis parcial de las
extremidades, gangrena que requiere amputacion de dedos, pies, brazos o
piernas, existe también pérdida auditiva, ceguera, pérdida de la motilidad intestinal
y control de los esfinteres; perdidas en el movimiento, y problemas en el habla.
Estas complicaciones son observadas en los pacientes que se recuperaron de la
enfermedad de curso grave después de la hospitalizacion*2%39°1,

La letalidad de la Rickettsiosis puede elevarse hasta en un 25% de los casos
cuando estos no han sido tratados y en 5% cuando fueron tratados. En los
Estados Unidos se design6 como enfermedades de notificaciéon obligatoria en

1998"".

2.5 Métodos diagnodsticos

Existen muchos métodos disponibles para el diagndstico de TBRD. Sin embargo
cada uno requiere un tiempo para obtener los resultados y el tipo de informacién
que el médico necesita, es por eso la necesidad en la formulacion de nuevas
técnicas mas sensibles, especificas y rapidas. Sin embargo, la decision para
administrar el tratamiento debe estar basado en indicadores epidemioldgicos y

sospecha clinica para iniciar tratamiento®4"2,



Un diagnéstico especifico de TBRD puede ser mediante la visualizacion de la
morula dentro de la célula diana después de haber sido tefiida por tincion Wright o
Giemsa del frotis sanguineo o capa fligistica®. También por el aislamiento de las
bacterias por cultivo celular y la deteccion de DNA de la bacteria con métodos
moleculares?®.

El diagndstico confirmatorio de las TBRD esta basado en la utilizacion de técnicas
serologicas, pruebas que no estan disponibles de manera rutinaria, a excepcién de
la Inmunofluorescencia indirecta que ha sido una herramienta basica en el
diagndstico, sin embargo tiene las siguientes desventajas:

- Tiene una respuesta inespecifica. La respuesta de anticuerpos puede haber
reaccion cruzada entre las diferentes especies de Ehrlichia como: E. ewiingii, E.
muri o E. chaffeensis y E. canis®.

- Retraso de la seroconversion debido a que una muestra tomada en la etapa
temprana daria un resultado negativo y es necesario realizar muestras pareadas.

- Detecta solo el género de la bacteria (Anaplasma/Ehrlichia).

2.5.1 Frotis sanguineo. El frotis se tifie con tincién de Wright para lograr ver las
inclusiones citoplasmaticas llamadas “moérulas”, la cuales pueden ser vistas como
inclusiones punteadas en las células dianas. Es el diagndstico mas rapido y puede
ser utilizado después de la aparicion de la enfermedad. Esta técnica es poco
sensible ya que el 10% de los pacientes infectados tendran las mérulas. Algunos

autores reportan una sensibilidad del 25 al 75%2’.

2.5.2 Diagnéstico molecular por PCR. Dada la complejidad del diagndstico
serolégico y la baja sensibilidad de estas pruebas, en pacientes con
manifestaciones agudas, asi como cuando estos presentan signos y sintomas
inespecificos pero con antecedentes de exposicion a zonas endémicas, el
diagndstico clinico se hace en base a la seroconversion retrospectiva o el analisis
de PCR* el cual es, actualmente uno de los criterios de diagnéstico de los CDC?,
La PCR se realiza utilizando sangre con EDTA y extrayendo el DNA. Esta se esta

convirtiendo rapidamente en la técnica de mejor opcion debido a que se necesita



muy poco tiempo después de la infeccidén para lograr tener un resultado positivo.
La PCR tiene una sensibilidad alta, donde se reportan rangos de sensibilida entre
el 85 al 95%*%*°,

La amplificacion de DNA especifico mediante PCR y la posterior secuenciacion
son métodos rapidos y sensible para detectar la infeccion por TBRD e incluyen

muestras de sangre, biopsias de piel y garrapatas®*®.

2.5.3 Analisis de DNA por secuenciacién. Es una técnica desarrollada y
disefiada para identificar genes o fragmentos amplificados. Es un marcador
molecular de aplicacion en epidemiologia global o a largo plazo, aunque
ocasionalmente utilizado para dar respuesta a interrogantes planteados en
epidemiologia local o a corto plazo (caracterizacion de brotes, diferenciacion de
recidivas, reinfecciones y/o fallos terapéuticos)*®. El genoma completo de Ehrlichia
spp. Yy Anaplasma spp; revela un alto grado de sintenia en los miembros del
grupo. Pero la caracterizacion molecular en algunos miembros es altamente
inmunoreactiva de cada especie que indica que algunas especies son
substancialmente diversas (E. chaffeensis) y otras altamente conservadas (E.
canis)**®.

Desde el comienzo de 1980°s, se han descrito mas de 15 nuevas especies de
bacterias que se transmiten por garrapatas en el mundo. Existen diferentes
factores que pueden explicar el incremento de este numero de enfermedades 6 el
incremento de su incidencia. Desde el punto de vista de Salud publica, el
panorama global de las TBRD, esta asociadas al subdesarrollo econémico vy
cultural, y presentan elevadas incidencias en zonas con sub-urbanizacion
vulnerable, ademas las personas estan realizando cada vez mas actividades al
aire libre, lo cual incrementa el contacto con las garrapatas y estos patégenos. El
entender los posibles factores que afectan a las enfermedades emergentes y/o
reemergentes, es uno de los mayores retos para su estudio, afectando de una
manera particular a la sociedad. Aunque se han estudiado por mucho tiempo, aun
existe un gran desconocimiento en como hacerles frente, ya que se atribuye un

método simplista y discontinuo en el abordaje del problema, excluyendo el



contexto social y ecolégico que lo reduce a una respuesta lineal del patdégeno en
los cambios propios del medioambiente.Un punto de vista real de la enfermedades
emergentes, requiere una perspectiva que incorpore una dimensién que afecta
tanto en lo social como en lo fisico, quimico, y biolégico. La nocién de esta
biocomplejidad enriquecera a su estudio, y lo mas importante, el sistema de
interaccidn entre el humano, reservorios y el medioambiente. En este tenor, en el
presente escrito se muestran sélidas evidencias que enfatizan la importancia del
estudio de las enfemedades Rickettsiales transmitidas por garrapatas;
demostrando nuevas herramientas de diagnéstico, diferencias filogenéticas,
frecuencia y distribucidon; ademas, en una cadena de transmision logica la afeccion
en el humano como huésped accidental. Y finalmente, como estds patdgenos se
veran influenciados por el cambio climatico en su distribucion y posterior afeccion

a sus vectores y reservorios competentes.
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Resumen

Las especies de Ehrlichia son bacterias transmitidas por garrapatas, las cuales
pueden causar un serio problema de gran importancia en la salud humana y
animal. El ensayo se desarrollé6 una PCR multiplex utilizando el gene GroEL, para
la deteccion de Ehrlichia chaffeensis y Ehrlichia canis, con amplicones de 500 y
300 pb, respectivamente. La sensibilidad fue determinada en 16 a 24 copias
mediante diluciones seriales de dos cantidades de plasmidos, el cual contenia el
gene bacterial. La habilidad de amplificar en garrapatas, sangre y tejidos confirmé

la eficacia de la reaccion.

Palabras claves: Desarrollo, PCR multiplex; GroEL; Ehrlichia chaffeensis;

Ehrlichia canis.

Abstract

A multiplex PCR was developed for detection of Ehrlichia chaffeensis and Ehrlichia
canis. Ehrlichia species are tick-borne bacteria, which can cause serious diseases
relevant to animal and human health. The assay developed utilized the GroEL
gene and amplified a 500 and 300 bp amplicon to E. canis and E. chaffeensis,
respectively. The sensitivity was determined to be 16 — 24 copies per reaction by
serial dilutions of two quantitated plasmids, which contained each bacterial gene.
The ability to amplify tick, blood and tissue positive samples confirmed the efficacy

of the reaction.

Keywords: Development; multiplex PCR; GroEL; Ehrlichia chaffeensis; Ehrlichia

canis.



Introduccién. Las especies de Ehrlichia son bacterias intracelulares obligadas
transmitidas por garrapatas, las cuales son una importante causa de
enfermedades infecciosas emergentes para el hombre y animales (1,2). Estos
patdgenos se mantienen en un ciclo que incluye garrapatas duras, animales
domésticos y silvestres, siendo el hombre un huesped accidental (3). Ehrlichia
chaffeensis y E. canis son bacterias que pueden causar enfermedad tanto en
humanos como en animales. Con la aplicacion de métodos moleculares, nuevas
especies o cepas han sido detectadas en sangre de mamiferos, garrapatas y otros
tejidos alrededor del mundo (4). E. chaffeensis es el agente causal de la
Ehrlichiosis monocitica humana (HME), y Ehrlichia canis es agente causal de
Ehrlichiosis monocitica canina (EMC), ambos infectando los monocitos (1). HME
se caracteriza por fiebre, malestar general, cefalea y mialgia (5). CME se
caracteriza por fiebre, anorexia, depresién, letargia, esplenomegalia y pérdida de
peso (6).

El diagnéstico de HME y EMC, comunmente se lleva a cabo mediante técnicas
serologicas (Inmunofluorescencia indirecta, IFA). Sin embargo, esta técnica se
limita a la capacidad de detectar anticuerpos, y usualmente la produccion de ellos
en los pacientes se limita al séptimo dia en la etapa aguda de la enfermedad (7,8).
La ausencia de anticuerpos puede influenciar en la decision del diagnéstico, y
contribuir a un resultado fatal (9). La prueba de PCR ha demostrado ser sensible y
especifica para la deteccibn de E. chaffeensis y E. canis en las muestras
obtenidas de la practica clinica y trabajo de campo (10,11,12). Ambas bacterias se
encuentran estrechamente relacionadas genéticamente, lo cual implica realizar al
menos dos reacciones de PCR para su deteccion, implicando un aumento en los
costos y el tiempo (11,12).

Es necesario un diagnéstico rapido y apropiado para administrar un tratamiento
altamente especifico. Aqui, describimos el desarrollo de una PCR multiplex con
alta sensibilidad y especificidad para la deteccién de E. chaffeensis y E. canis en

la misma reaccion mediante la amplificacion del gene GroEL.



Material y Métodos. El experimento se llevo a cabo en el Laboratorio de
Rickettsiologia de la University of Texas Medical Branch, en Galveston, Texas.
Pare realizar este ensayo se utilizaron las bacterias de E chaffeensis cepa
Arkansas y E. canis cepa Jake, las cuales se cultivaron en la linea celular DH82.
El DNA fue extraido del cultivo celular utilizando el kit QlAamp DNA Blood and
tissue (Qiagen Inc, Valencia, CA) acorde a las instrucciones de manufactura. Los
iniciadores fueron disefiados con el software PrimerSelect v.11.2.1(IDT, Coralville,
IA) (cuadro 1), los cuales amplificaron un producto de 500 y 300pb para E. canis y

E. chaffeensis, respectivamente.

Cuadro 1. Iniciadores utilizados para la reaccién de PCR multiplex.

Nombre Secuencia 5°-3° Tamaiho
EcanGroel-F AGC GCT TCACCT TCTACATC 500pb
EchaGroel-F AGT TAGATC TTC CATTTT TAT TG 200pb
EspGroel-R ATT GGC TCT TGC TAT TGC TAA

La reaccion de PCR fue llevada a cabo con un volumen de 20ul de 5-PRIME
Master Mix (5PRIME, US), la concentracién de los iniciadores fue de 100nM cada
uno y 2 ul de la muestra. Se calcul6 una temperatura de alineamiento mediante un
gradiente de 48-52°C. Las condiciones finales fueron: desnaturalizacion inicial de
95°C por 3 minutos, 35 ciclos de 95°C por 30 segundos, 48-52°C por 45 segundos
y 74°C por 30 segundos, y la extension final fue de 72°C por 7 minutos. Para la
visualizacion del producto se utilizé la técnica de electroforesis en gel de agarosa
a 1.5%, tefida con bromuro de etidio al 1%, y visualizando en un transiluminador
de UV. Para determinar la especificidad, utilizamos DNA de otros microorganismos
estrechamente relacionados con las especies de Ehrlichia (Anaplasma
phagocytophilum cepa Webster, Rickettsia rickettsii cepa SheilaSmith, agente de
E. muris-like, R. conorii cepa Malish 7, y R. typhi cepa Welmington). Para estar
seguros de que no hubo amplificacién inespecifica. Se utilizé agua como control
negativo.

Ademas, se desafio a esta PCR multiplex, utilizando DNA positivo y negativo
extraido de garrapatas, sangre y tejido, previamente confirmado mediante una

reaccion de PCR en tiempo real en un nuevo enzayo(8). Para determinar la



sensibilidad de la PCR, construimos plasmidos de controles positivos que
contenian una sola copia de cada gene, utiizando TOPO TA Cloning Kit
(INVITROGEN, CA), y One-Shot TOP10 Chemically Competent E. coli
(INVITROGEN, CA), la purificacion del plasmido fue con el kit de Purificaciéon
(QIAGEN, CA). El plasmido fue cuantificado y seriado a 10- diluciones.

Resultados. La temperatura de alineamiento 6ptima determinada fue de 52°C,
con una banda visualizada en la reaccidn con un solo patdégeno y dos bandas en
la reaccién con ambos patdgenos al peso esperado. La reaccion de PCR multiplex
mostré una alta especificidad, ya que solo DNA de E. canis y E. chaffeensis fue
amplificado, mientras que en las demas reacciones no hubo amplificacion cuando
se realiz6 con los otros microorganismos. En las PCR multiplex con DNAs de
garrapatas, sangre y tejidos donde se observo la amplificaciéon en 12 muestras
previamente conocidas de ser positivas mediante PCR en tiempo real. Los
controles negativos fueron consistentemente negativos en todas las reacciones,
asi como el DNA que se conocia previamente como negativos.

Encontramos una sensibilidad de 16 y 24 copias para detectar el gene GroEL de

E. canis y E. chaffeensis, respectivamente (figura 1).

Figura 1. A) Prueba de sensibilidad para E. canis, B) prueba de sensiblidad para

E. chaffeensis y C) prueba para ambas bacterias.

Discusion. HME y CME son enfermedades con un gran impacto en la salud
humana y animal. Ambas son reportadas alrededor del mundo; y recientemente en
México, procando la muerte de una persona sin antecedentes de viajes (18). El
aplicar un diagndstico apropiado y tratamiento oportuno puede salvar vidas.

Describimos una reaccion de PCR multiplex capaz de detectar 16 a 24 copias por



reaccion de E. canis y E. chaffeensis, respectivamente. Existen muchos métodos y
genes diana para los microorganismos Rickettsiales empleando diferentes genes
como el dsd, 16SrRNA, gltA y 17kDa (1,8,13,14,15). Este reporte muestra una
PCR multiplex nueva, rapida y de bajo costo amplificando el gene GroEL como
diana. El gene GroEL es conocido por ser sobre-expresado en muchas bacterias
intracelulares, siendo mutualista y patogénico, aunque el mecanismo es impreciso,
se conoce por estar implicado en la regulacién génica mas que en la duplicaciéon
(16). También, se considera como un gene apropiado para el analisis filogenético
de las especies de Ehrlichia (17).

La reacciéon de PCR multiplex muestra una alta concordancia comparado con los
métodos no multiplex antes descritos (1,8,10,11,13). Encontramos que el DNA
extraido de garrapatas, sangre y tejidos no tuvo un efecto significativo sobre la
especificidad de la reaccion. La infeccién con multiples patégenos transmitidos por
garrapatas puede ocurrir en un solo individuo seguido de una fuerte exposicion a
garrapatas. Ademas, la misma especie de garrapata puede ser el vector de

muchos patdégenos, y la co-infeccidon de una sola garrapata puede ocurrir.

Conclusién. Presentamos una reaccion de PCR multiplex sensible, especifica y
de bajo costo para detectar dos especies de Ehrlichia. La amplificacion del gene
GroEL de E. chaffeensis y E. canis mediante PCR fue exitosa, utilizando los
iniciadores especificos de especie. El protocolo que proponemos puede ser
utilizado para detectar estas especies en muestras clinicas de sangre, asi como

muestras de garrapatas y tejidos.
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Resumen

Objetivos. Caracterizacion filogenética de Ehrlichia canis en perros naturalmente
infectados y sus garrapatas, mediante PCR y secuenciacion del gene 16SrRNA;
asi como compararlos con los diferentes aislados encontrados en el continente
Americano. Material y métodos. Se colectaron muestras sanguineas de 139
perros con manifestaciones clinicas sugestivas a esta enfermedad, y que
estuvieran infestados con garrapatas. Una parte del gene 16SrRNA, fue
secuenciada y alineada junto con las 17 secuencias reportadas en los paises del
continente Americano. Se construyeron dos arboles filogenéticos utilizando el
método de Maxima verosimilitud compuesta, y Maxima parsimonia. Resultados.
Fueron positivos a E. canis 25/139 (18.0%) perros y 29/139 (20.9%) garrapatas
colectadas sobre los perros. Las manifestaciones clinicas presentadas fueron
fiebre, astenia, depresién y vémito. Las garrapatas Rhipicephalus sanguineus,
Dermacentor variabilis y Haemaphysalis leporis-palustris fueron positivas a E.
canis. El analisis filogenético mostroé que las secuencias de perros y garrapatas de
México forman un tercer grupo que diverge de las secuencias de Sudamérica y
EUA. Conclusiones. Es el primer analisis filogenético de E. canis en México.
Ademas, en México se tienen diferencias entre las secuencias encontradas en
perros y garrapatas, y las reportadas en Sudamérica y EUA. Esta investigacion

sienta las bases para profundizar en el estudio de la variabilidad genética.

Palabras clave: Ehrlichiosis, secuenciacion, 16SrRNA, genética, etiologia
(Fuente: MeSH).



Abstract

Objectives. Phylogenetic characterization of Ehrlichia canis in dogs naturally
infected and ticks diagnosed by PCR and sequencing of 16SrRNA gene; compare
different isolates found in American countries. Methods. Were collected Blood
samples from 139 dogs with suggestive clinical manifestations of this disease and
they were infested with ticks; part of 16S5rRNA gene was sequenced and aligned,
with 17 sequences reported in American countries. Two phylogenetic trees were
constructed using the Maximum likelihood method, and Maximun parsimony.
Results. They were positive to E. canis 25/139 (18.0%) dogs and 29/139 (20.9%)
ticks. The clinical manifestations presented were fever, fatigue, depression and
vomiting. Rhipicephalus sanguineus Dermacentor variabilis and Haemaphysalis
leporis-palustris ticks were positive for E. canis. Phylogenetic analysis showed that
the sequences of dogs and ticks in Mexico form a third group diverging of
sequences from South America and USA. Conclusions. This is the first
phylogenetic analysis of E. canis in Mexico. There are differences in the
sequences of Mexico with those reported in South America and USA. This

research lays the foundation for further study of genetic variability.

Key words: Ehrlichiosis, sequencing, 16SrRNA, genetics, etiology (Source:
MeSH).



Introduccién

Ehrlichia canis es una bacteria intracelular obligada, patégeno causal de la
Ehrlichiosis Monocitica Canina (CME). Una enfermedad potencialmente zoondtica
transmitidas por garrapata (1,2). Su vector es la garrapata Rhipicephalus
sanguineus. La distribucion de CME esta estrechamente relacionada con la
distribucién del vector (3). En México, la seroprevalencia nacional en perros es de
33%, y 74.5% en el noroeste del pais (4). Las manifestaciones clinicas en los
perros infectados son: fiebre, vomito, artralgia, rash, y diarrea (5). Su diagndstico
se basa en la visualizacion de la mérula dentro del monocito e inmunoensayo-
enzimatico (4); sin embargo, las herramientas moleculares como la deteccion del
gene 16SrRNA mediante PCR y secuenciacion han sido utilizadas exitosamente
para el diagndstico (6,7).

En Venezuela, se aislé E. canis de sangre en un paciente asintomatico, afos
después en esa misma zona se encontr6 a una persona positiva, y con
manifestaciones clinicas sugerentes a una Ehrlichiosis, proponiendo que esta
bacteria es un patégeno zoondtico (2,8). Debido a la alta seroprevalencia de
infeccion en perros y garrapatas en diferentes zonas de México, es necesario
determinar la frecuencia real mediante técnicas moleculares, y conocer la
variabilidad genética de E. canis en los perros infectados, y de las garrapatas
reportadas en América. Acorde a esto, el objetivo de este estudio fue determinar la
frecuencia de Ehrlichia canis en perros naturalmente infectados; asi como, de las
garrapatas que lo estan infestando, comparar las secuencias identificadas en
México con aquellas publicadas en el GenBank de paises Americanos, y realizar

un analisis filogenético buscando la relacion entre los aislados.

Material y Métodos

Sitio de estudio y recoleccion de muestras. La colecta de muestras se llevo a
cabo en el Noroeste de México, en el estado de Sinaloa. El estudio fue aprobado
por la Comision Nacional de Investigacion (R-2013-785-069; Meéxico). Las
muestras fueron colectadas de Julio del 2010 hasta Agosto del 2011. Se
incluyeron en el estudio los perros capturados por las perreras municipales de tres

ciudades al Norte, Centro y Sur del estado, asi como los perros llevados a revision



a alguna de las clinicas veterinarias participantes. Se invité a los duefios de los
perros enfermos, trabajadores de las clinicas veterinarias y de las perreras a
participar en el estudio, previo consentimiento informado; 88 personas aceptaron y
se les tom6 muestra sanguinea para las busqueda de infeccién (no se muestran
estos resultados). Se tomd muestra sanguinea a 139 perros con manifestaciones
clinicas sugestivas, y que estuvieran infestados con garrapatas, colectandose dos
garrapatas por cada perro. Las garrapatas fueron identificadas morfoloégicamente
por entomologos, mediante claves dicotdmicas. EI ADN de las muestras
sanguineas de los 139 perros y garrapatas fue extraido con el kit QlAamp® DNA
Blood purificacién (Qiagen, CA), y se congelé el ADN a -80°C, hasta su
procesamiento. Para la deteccién de E. canis y Ehrlichia spp. se amplificé una
parte del gene 16SrRNA, utilizando los iniciadores ECC-ECB y HES3-ECA
previamente descrito (2,8), amplificando una banda esperada de 389pb; y la
secuenciacion se realizé con los iniciadores 15F-842R previamente descritos,
amplificando el gene 16SrRNA, con una banda esperada de 400pb (9). En cada

reaccion se incluyé un control positivo y negativo (agua destilada).

Secuenciacion. Las muestras positivas (Ehrlichia canis) fueron purificadas
mediante QIAquick Gel Extration Minikit (Qiagen, CA). Las secuencias fueron
analizadas con el programa Chromas 233, y se realizd la busqueda en base de

datos de GenBank, para determinar la especie y homologia.

Analisis filogenético. Fue secuenciada una parte del gene 16SrRNA, y alineada
de manera individual con el programa MUSCLE. Los arboles filogenéticos se
construyeron con el programa MEGA v.5, utilizando el método de Maxima
Verosimilitud Compuesta (MLC), y Maxima Parsimonia, mediante el ensamblaje de
1,000 datos en repeticiones aleatorizadas. El algoritmo del vecino mas cercano fue

utilizado para obtener el arbol inicial, con 10 réplicas de las secuencias (10,11).

Resultados
De los 139 perros con sospecha clinica a Ehrlichiosis canina, se obtuvieron 41

perros positivos, de los cuales presentaron fiebre, astenia, depresion, vomito,



nauseas y petequias (Tabla 1). Para Ehrlichia spp., se encontré 41/139(27.52%)
de los perros con sospecha clinica, donde E. canis fue detectada en 25/139
(18.0%).

Cuadro 1. Manifestaciones clinicas presentadas en perros con Ehrlichiosis.

Manifestacion Perros con Valor de P OR, 95% CI
clinica Ehrlichiosis (%)
Fiebre 19 (61.0) <0.01 8.04 (2.84-23.02)
Astenia 23 (74.2) <0.01 12.27 (4.18-37.28)
Depresion 6 (25.0) <0.01 5.86 (1.95-16.86)
Vomito 13 (42.0) <0.01 4.46 (1.55-13.00)
Nausea 13 (42.0) <0.01 3.82 (1.40-10.56)
Petequia 9(19.4) <0.01 15 (2.05-140.00)*
Anorexia 12 (38.7) NS -
Epistaxis 1(3.2) NS =¥
Melena 2(6.4) NS -*

* Prueba exacta de Fisher. NS: No significativo.

La garrapata R. sanguineus fue la mas prevalente (92.1%), ademas se
identificaron las garrapatas Ixodes scapularis, H. leporis-palustris y D. variabilis.
Fueron positivas a Ehrlichia spp. 32/139(23.2%) garrapatas, y 29/139(20.86) a E.
canis (Tabla 2).

El riesgo de los perros de contraer la infeccion con E. canis cuando las garrapatas
son positivas es de 8.24 OR (Cl 3.2-21.9, 95%).

Cuadro 2. Identificacion, estadio evolutivo y resultados de las garrapatas colectadas.

Identificacion No. Estadios Resultados
garrapatas . — _
(%) a8 Q ninfas Ehrlichia spp. (%) E. canis (%)

R. sanguineus 128 (92.1) 44 58 26 29 (87.5) 28(93.1)

D. variabilis 6 (4.3) 0 6 0 2 (6.20) 1(3.45)
H. leporispalustris 3(2.1) 0 2 1 1(3.15) 0
|. scapularis 1(0.72) 0 1 0 0 0
Boophilus spp 1(0.72) 1 0 0 0 0
Total 139 45 67 27 32 29

d: Macho. 9: Hembra.

De los productos positivos, se secuenciaron 6 muestras para E. canis; tres
muestras de perros y tres muestras de garrapatas. Las secuencias amplificadas

del gene 16SrRNA de perros y garrapatas mostraron una identidad de 99.8%



(GenBank No. KP844657-62) a la secuencia de Ehrlichia canis cepa Jake, E. canis
VHE, E. canis VDE, y E. canis cepa Brazil-COI (Tabla 3).

Se realizaron dos arboles: el primero con el método de Maxima verosimilitud
(Figura 1), en cual muestra el arbol con la probabilidad de registro mas alto (-
1074.2304); se construyé de forma automatica, con la busqueda heuristica
mediante la aplicacion del algoritmo de vecino mas cercano con una matriz de
distancias estimadas por pares, utilizando el método de MCL; después de
seleccionar la topologia con un valor de probabilidad log superior. El arbol se
muestra a escala, con longitudes de rama medidos en el numero de sustituciones
por sitio.

El segundo arbol se construyd mediante el método de Maxima Parsimonia (Figura
2). Se muestra el mejor arbol de los 10 arboles mas parsimoniosos (longitud=91).
El indice de consistencia es 0.967033 (0.936170), el indice de retencién es de
0.972973 (0.972973), y el indice compuesto es 0.940897 (0.910868) para todos
los sitios y los sitios de parsimonia. El arbol se obtuvo utilizando el algoritmo
subarbol-poda-reinjerto (SPR) con nivel de busqueda 0 en el que los arboles
iniciales se obtuvieron mediante la adicion aleatoria de secuencias (10

repeticiones).

Discusion

Estos resultados confirman la existencia del ciclo enzodtico de transmision a E.
canis en Sinaloa, México. El 92.1% de las garrapatas identificadas fueron R.
sanguineus, de las cuales 28 fueron positivas a Ehrlichia spp., y 27 positivas a E.
canis. Dos garrapatas D. variabilis adultas fueron infectadas con Ehrlichia spp.
siendo el primer reporte de esta asociacion en México, aunque ya esta
demostrado de manera experimental la competitividad de este vector a transmitir
la bacteria (4). Los anticuerpos a E. canis pueden permanecer elevados durante
un periodo de tiempo prologando, provocando falsos positivos en zonas
endémicas.

Es la primera evidencia de E. canis en las garrapatas H. leporis-palustris en

México. Lo que pudiera representar la presencia de vectores potenciales, capaces



de transmitir E. canis. Se necesita mas informacién al respecto, para conocer si
estos vectores pueden adquirir el papel de vectores competentes; es decir,
capaces de transmitir este patégeno y causar la enfermedad.

La presencia de tres grupos principales (I, Il y Ill) para E. canis, demuestra que
este patdogeno presenta pocas variables en el continente Americano, similar a lo
encontrado en otros trabajos (6). Aunque los aislados mexicanos muestran
diferencias entre los grupo | y Il, las secuencias encontradas presentaron una
relacion ancestral con las secuencias de Venezuela, Brasil y Estados Unidos;
hipotetizando que es posible encontrar la misma variante de E. canis entre los
paises de América.

Es necesario realizar el analisis filogenético de E. canis entre las secuencias
presentes a nivel mundial, asi como, la busqueda de otros genes con mayor
variabilidad, y observar el comportamiento.

Este estudio presenta las primeras evidencias moleculares de E. canis en perros y
garrapatas de México. Los resultados muestran un alto riesgo de infeccion en
perros infestados con garrapatas. La importancia de entender el ciclo enzodtico de
Ehrlichia en garrapatas, reservorios silvestres y domésticos, puede ayudar a
realizar estrategias para prevenir la infeccion en los perros (12). Esta
investigacién sienta las primeras bases para profundizar en el estudio de la
variabilidad genética, aislados no solo de E. canis, sino del resto de las
enfermedades transmitidas por vector, ayudando a entender el comportamiento, y

posibles blancos en su prevencidn.
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Cuadro 3. Frecuencia de sustituciéon (%) entre los aislados

encontrados en el continente Americano.

Secuencia
E. canis str. Jake

E. canis str. Brazil-
Cco2
E. canis str.
co1
E. canis M7322680

Brazil-

E. canis str.
Oklahoma

E. canis iso. VDE

E. canis iso. VHE

E. canis
DQ91597080

E. canis iso.
Belem_Ec01

E. canis U2674080
E. canis
AY 39446580

Sinaloa Tickég
Sinaloa Tick32g
Sinaloa Tick18g
Sinaloa Dog31p
Sinaloa Dog56p

Sinaloa Dog75p

* El andlisis se realiz6 utilizando el modelo de Maxima Verosimilitud Compuesta.
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Figura 1. Analisis filogenético del gene 16SrRNA de Ehrlichia canis, de las
secuencias de los paises Americanos construido mediante el método de Maxima

Verosimilitud.

Ehrlichia_sp._IE-C_clone_IE142_DQ379967.18080

ﬂ Ehrlichia_sp._IE-C_clone_IE936_DQ379969.18080
Ehrlichia_sp._UFMG-EV_JX6298058080

Ehrlichia_chaffeensis_str._Wakulla_CP007479.18080

| Ehrlichia_chaffeensis_str._Saint_Vincent_CP007478.18080
| Ehrlichia_chaffeensis_strain_Arkansas_NR_ 0745008080
—— Uncultured_Ehrlichia_sp._clone_little_spotted_cat EC_NO2_JQ2608508080
Ehrlichia_canis_isolate_VDE_AF3736138080
Ehrlichia_canis_strain_Brazil-CO2_EF1951358080
Ehrlichia_canis_str._Jake_NR_0742838080
— Ehrlichia_canis_16S_ribosomal_RNA_gene_AY 3944658080
— Ehrlichia_canis_isolate_Belem_Ec01_KC1094458080

Ehrlichia_canis_16S_M732268080
—‘ Ehrlichia_canis_strain_Oklahoma_NR_1187418080
Ehrlichia_canis_strain_Brazil-CO1_EF1951348080
Ehrlichia_canis_isolate_VHE_AF3736128080
Ehrlichia_canis_16S_ribosomal_DQ9159708080
Ehrlichia_canis_16S_ribosomal_RNA_U267408080

Sinaloa_Tick_32g_ 8080
|: Sinaloa_Tick_6g__8080

Sinaloa_Tick_18g__8080

Sinaloa_Dog_31p__8080
Sinaloa_Dog_56p_8080

Sinaloa_Dog_75p__ 8080

0.01




Figura 2. Analisis filogenético del gene 16SrRNA de Ehrlichia canis, de las

secuencias de los paises Americanos construido mediante el método de Maxima

Parsimonia.
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Resumen

Las enfermedades Rickettsiales transmitidas por garrapatas son encontradas en
entornos clinicos médicos y veterinarios. El control de estas enfermedades es
dificil, ya que requiere la irrupcion de una cadena de transmisién compleja, que
implica a las garrapatas y huéspedes vertebrados. La distribucion geografica de
las enfermedades esta estrechamente relacionada con el vector, siendo un
indicador de riesgo para la poblacion expuesta en esas areas. Un total de 1107
garrapatas (719 adultos, 309 ninfas, y 79 larvas) fueron colectadas de bosques,
parques eco-turisticos y huéspedes en 101 areas en 22 de los 32 estados de
México. Las garrapatas colectadas, se colocaron en crioviales de 1,5 ml con etanol
al 70%, y se transportaron al Laboratorio de Enfermedades Infecciosas
Emergentes en Centro Médico Nacional Siglo XXI, México, en donde se
identificaron a nivel de especie. Las garrapatas se agruparon (477) de acuerdo
con la ubicacién/sitio de colecta, fecha de colecta, sexo y fase de desarrollo. Se
analizaron 51 garrapatas por PCR para confirmar la identificacién de las especies
obtenida por claves taxondmicas. Se analizaron 477 grupos de garrapatas
utilizando técnicas de PCR. Anaplasma phagocytophilum fue el patégeno con
mayor frecuencia (45 grupos), seguido por Ehrlichia canis (42 grupos), Rickettsia
rickettsii (11 grupos), E. chaffeensis (8 grupos) garrapatas, y R. amblyommii (1
grupo). Rhipicephalus sanguineus fue la garrapata con mayor frecuencia de
infeccion. Nuestros resultados indican que los vectores competentes para los
patdogenos Rickettsiales se distribuyen a lo largo de las areas estudiadas en

México.

Palabras clave: Anaplasma phagocytophilum; Ehrlichia canis; E. chaffeensis;

Rickettsia rickettsii; R. amblyommii; garrapatas.



Abstract

Tick-borne rickettsial diseases are commonly encountered in medical and
veterinary clinical settings. The control of these diseases is difficult, requiring
disruption of a complex transmission chain, involving a vertebrate host and ticks.
The geographic distribution of the diseases is related to the vector, distribution,
which is an indicator of risk for the population exposed in those areas. A total of
1107 ticks (719 adults, 309 nymphs, and 79 larvae) were collected by tick drag
from forests, ecotourism parks and hosts at 101 sites in 22 of the 32 states of
Mexico. Collected ticks were placed in 1.5 ml cryovials containing 70% ethanol and
transported to Emerging Infectious Diseases Lab where they were identified to
species. Ticks were pooled (477) according to location/host of collection, date of
collection, sex, and stage of development. A total of 51 ticks were assayed by PCR
to confirm species identification by morphological methods. A total of 477 pools of
ticks were assayed using PCR techniques for selected tick-borne pathogens.
Anaplasma phagocytophilum was the most commonly detected pathogen (45
pools), followed by, Ehrlichia canis (42), Rickettsia rickettsii (11), E. chaffeensis (8)
ticks, and R. amblyommii (1). Rhipicephalus sanguineus was the tick most
frequently positive for selected pathogens. Our results indicate that potential tick
vectors positive for rickettsial pathogens are distributed throughout the area

surveyed in Mexico.

Keywords: Anaplasma phagocytophilum; Ehrlichia canis; E. chaffeensis;

Rickettsia rickettsii; R. amblyommii; ticks.



Introduccién

Las garrapatas transmiten mas patégenos que cualquier otro grupo de artrépodos
en todo el mundo, afectando a los seres humanos, ganado y animales domésticos
alimentandose de sangre [12]. Los Ixodidos del género Rhipicephalus,
Dermacentor, Ixodes y Amblyomma son los vectores mas importantes para la
familia Rickettsiaceae incluyéndo patdgenos que causan enfermedades en los
seres humanos [26,27].

Los agentes etiolégicos de las Enfermedades Rickettsiales Transmitidas por
Garrapatas (TBRD, por sus siglas en ingles) son Anaplasma phagocytophilum,
Rickettsia rickettsii, Ehrlichia chaffeensis, E. canis y otros patégenos Rickettsiales
afectando a los seres humanos, animales silvestres y domésticos. Estos
patdgenos se mantienen en su ciclo en la naturaleza involucrando mamiferos
silvestres y garrapatas [11]. La distribucion y epidemiologia de las enfermedades
transmitidas por garrapatas se refleja en la distribucion geografica y actividades
estacionales del vector y reservorios, colocando a los humanos en riesgo de
exposicion a la garrapata y la posterior infeccion [11,18,29]. TBRD se encuentran
comunmente en entornos medicos y veterinarios, aumentado en los ultimos afos
la atencion por parte de estos. Los signos y sintomas de estas enfermedades en
las etapas tempranas son inespecificos, imitando enfermedades virales benignas,
que a menudo conduce al mal diagnéstico y tratamiento, teniendo resultados
desafortunados y a veces, fatales [9]. Con la aplicacion de métodos moleculares,
nuevas especies, cepas o variantes genéticas de estos microorganismos estan
siendo detectados en las garrapatas de todo el mundo, y la lista de posibles
agentes patdgenos transmitidos por garrapatas sigue creciendo [29]. La tasa de
letalidad oscila 4-25% en pacientes con Rickettsiosis, 3% en Ehrlichiosis y 1% en
Anaplasmosis sin tratamiento [38].

La distribucion de los vectores de estos patdégenos que causan enfermedades,
proporcionan informacién epidemiolégica util sobre la frecuencia de infeccion que
plantean riesgos para la salud [6]. El objetivo de este estudio fue estimar la
frecuencia de Ehrlichia, Anaplasma y R. rickettsii en las garrapatas colectadas de

bosques, parques eco-turistico, y los hospederos, incluyendo seres humanos, para



determinar la distribucion geografica y la exposicion potencial de los seres

humanos y animales domeésticos en México.

Material y métodos

Colecta de las muestras. Las garrapatas se colectaron entre los afios de 1997 a
2013 en los bosques, parques eco-turisticos, vegetacion y sobre animales
silvestres. Se utilizé la técnica de arrastre cuando se colectd en la hierba, que
consiste en una tela de algoddn blanco con 1,0 m de ancho x 1,5 m de largo unido
a una clavija de madera y una cuerda unida a cada extremo descrita por Chong et
al, 2013. Las garrapatas colectadas de varias especies de roedores silvestres
capturados vivos y otros pequeiios mamiferos, se tomaron de las piezas bucales
con unas pinzas finas y suavemente tirando de ellos fuera del huésped
colocandose en crioviales de 1,5 ml con etanol al 70%. Las garrapatas fueron
transportadas al almacén hasta su identificacion. La identificacidn se basoé en sus
caracteristicas morfolégicas utilizando las claves taxondmicas pertinentes
[15,17,35]. Se prepard un formulario de datos para cada colecta, que incluia el

sitio, y fecha de colecta, especie, y etapa de desarrollo.

Preparacion de ADN. El tejido de las garrapatas se trabajé individualmente,
desinfectando por inmersion en solucion de etanol al 70% durante cinco minutos,
enjuagando con agua estéril, y después se secaron sobre papel de filtro. Las
garrapatas adultas fueron disectadas utilizando una técnica aséptica, con una hoja
de bisturi estéril para obtener el intestino medio. Para la extraccién de ADN en
larvas y ninfas se utilizoé todo el cuerpo. Las garrapatas se agruparon por etapa de
desarrollo y especies después de la identificacion. Fueron trabajadas
individualmente 68 garrapatas adultas, mientras que se analizaron grupos de
adultos (2 garrapatas, 286 grupos), ninfas (3-4 garrapatas, 103 grupos) y larvas (4-
5 garrapatas, 20 grupos). La extraccion de ADN de las garrapatas se realiz6 con el
Kit DNeasy® Tissue (QIAGEN, Hilden Alemania) segun las instrucciones del
fabricante. Los patdégenos detectados en los grupos, se expresaron como



porcentaje y tasa de infeccién minima (MIR), basada en la suposicion de que cada

agrupacion de PCR-positivo contenia al menos una garrapata positiva [13].

PCR para la identificacién de garrapatas. Se seleccioné el cinco por ciento de
las garrapatas (51 garrapatas) colectadas sobre mamiferos y vegetacion (7
adultos, 32 ninfas, 12 larvas) para la identificacion molecular utilizando el gene

12SrRNA, y verificar la exactitud de la identificacion morfoldgica.

PCR para R. rickettsii, A. phagocytophilum, E. chaffeensis y E. canis. El DNA
de las garrapatas se amplificd utilizando iniciadores especificos de especie como
se ha descrito anteriormente. El fragmento del gene 16SrRNA se amplificé a partir
de proteinas especificas, excepto R. rickettsii para los que se amplificaron el gene
glta2 y 17kDa. La PCR se realiz6 como se describe anteriormente [29,32] usando
los iniciadores Ge3A-GE10-Ge9F para A. phagocytophilum (16SrRNA gene), HE1-
HE3 para E. chaffeensis (16SrRNA gene), ECA-HE1 para E. canis (gene
16SrRNA), CS78-CS323 (gene gltA) y TZ15-TZ16 (gene 17 kDa) para Rickettsia
spp. [32]. Se utilizaron controles positivos a partir del ADN de bazo y corazén de
Peromyscus leucopus naturalmente infectados con E. chaffeensis y A.
phagocytophilum, y el ADN de un perro infectado con E. canis [29,31,32]. Se
utilizo como control positivo, el ADN de tejido renal de un paciente infectado con
R. rickettsii. La mezcla de reaccién de PCR consistié en 2 pmol de cada iniciador,
200 mM de concentracidon de cada desoxinucledsido trifosfato, tampoén de PCR, 1
U de Tag ADN polimerasa (Invitrogen, Brasil) y de 50-100 ng de ADN de la
muestra para cada PCR en un 50 pl de mezcla de reaccion.

Los productos de PCR con los tamafios esperados se purificaron mediante el kit
de extraccion de gel QIAquick® (QIAGEN, CA). Se determinaron las secuencias
de nucledtidos en un secuenciador (Applied Biosystem). Las secuencia fueron
alizadas a través del software de Chromas lite (v.2.1.1), y alineadas utilizando
MEGA v.5. Se compararon con las secuencias genéticas utilizando BLAST.



El analisis de los resultados se realizé mediante Chi cuadrada o la prueba exacta
de Fisher con los Odds Ratio calculados con intervalos de confianza del 95%. El
valor de p <0,05 fue considerado como significativo; todos los analisis se

realizaron utilizando el programa Epilnfo v. 6 (CDC, Atlanta, GA).

Resultados

Un total de 1,107 garrapatas se obtuvieron 641 garrapatas de huéspedes, y 466
garrapatas de bosques y vegetacion. Se obtuvieron 38 garrapatas de 9 personas,
262 garrapatas de 148 perros, 8 garrapatas de 3 venados, 229 garrapatas de 183
ratones, 6 garrapatas de 1 tortuga, 5 garrapatas de 4 ovejas, 3 garrapatas de 2
cabras, 83 garrapatas de 11 bovinos, 3 garrapatas de 2 sapos, 4 garrapatas de 3
caballos, y 2 garrapatas de un conejo. Los 101 sitios incluyeron a parques
nacionales, parques eco-turisticos y sitios recreativos, distribuidos en 22 estados
de México (Tabla 1).

Fueron colectados un total de 1,107 garrapatas, incluyendo 16 especies
pertenecientes a 6 géneros (tabla 2). Rhipicephalus sanguineus fue la garrapata
con mayor frecuencia (43,4%), seguido por Amblyomma cajennense (12,2%), A.
maculatum (10,9%), R. microplus (9,0%), A. dissimile (6,1%), Ixodes texanus
(1,3%), R. annulatus (2,0%), A. americanum (1,5%), Dermacentor nitens (1,8%), I.
scapularis (1,5%), D. andersoni (1,3%), y Haemaphysalis leporis-palustris (1,3%),
mientras que las especies restantes solamente representaron el 1,4% (figura 1).
De los 38 garrapatas colectadas de seres humanos, 1/16 (6,3%) de A. cajenennse
fue positivo para A. phagocytophilum, y 1/10 (10%) D. variabilis fue positivo para
R. rickettsii, mientras que ninguna garrapata R. sanguineus 0 / 12 fue positiva a
algun patogeno seleccionado.

Fueron colectadas un total de 466 garrapatas sobre vegetacion, las cuales se
combinaron en 158 grupos. Fueron positivos para A. phagocytophilum 13 (3,8%),
seguido de E. chaffeensis (6, 3.8%), E. canis (5, 3,2%) y R. rickettsii (2, 1,3%).



Cuadro 1. Sitios colectados y esta evolutivo de las garrapatas.

Stage Source
State No. Total Female Male Nymph Larvae Vegetation Humans  Other
of ticks animals
Sites collected
Northwest Baja 1 4 1 3 0 0 3 1 0
California
Sonora 2 9 4 3 2 0 6 2 12°
Sinaloa 32 196 133 34 19 8 0 3 193 @°
Central Mexico City 2 62 23 18 21 0 11 0 1 2o
Edo. 8 57 19 21 13 4 0 0 57 2¢df
Mexico 2 36 17 8 11 0 29 0 7 3¢
Morelos 2 36 10 12 14 0 32 2 239
Puebla 1 29 8 7 14 0 21 0 8?
Hidalgo 10 163 3 41 58 63 83 27 53
Michoacan abede,
Nayarit 2 28 13 5 10 0 21 0 72
Jalisco 1 25 8 11 6 0 18 1 6°
San Luis 3 3 2 1 0 0 1 0 28
Potosi
Northeast Durango 2 23 7 9 7 0 18 0 52
Nuevo 2 53 22 7 24 0 41 0 12 @be
Ledn
Chihuahua 1 1 0 1 0 0 0 0 12
Tamaulipas 5 96 55 22 18 3 52 0 20 oK
Southeast Veracruz 6 49 12 16 21 0 29 0 20 2°"
Guerrero 8 91 32 23 36 0 57 2 3329
Oaxaca 9 67 25 16 25 1 31 0 36 a’°'f_
Chiapas 2 52 35 10 7 0 7 0 45 ot
Tabasco 2 26 17 6 3 0 7 0 19 @09
Yucatan 1 1 0 1 0 0 0 0 1°
Total 101 1107 446 273 309 79 466 38 603

*Tipo de hospedero, a: humano, b: perro, c: venado, d: ratones, e: tortuga, f: oveja, g: cabras, h:
bovinos, i: sapo, and j: caballo.

Se obtuvieron un total de 603 garrapatas sobre animales silvestres y domésticos,

colocandose en 281 grupos. En el supuesto de 1 garrapata positiva/grupo, E.

canis (37/281 12,8%) fue el patdgeno transmitida por garrapatas con mayor

frecuencia de infeccion detectado por PCR, seguido por A. phagocytophilum (31,
11,0%), R. rickettsii (8, 2.9%), E. chaffeensis (2, 0,8%), y R. amblyommii (1, 0,4%)

(GenBank No. de acceso de KP844658-9 y KP84663-65).

Se construyd un arbol filogenético que incluyd a los patdégenos transmitidos por

garrapatas y sus homélogos mas cercanos (figura 2). Se disefié un mapa que



representa la distribucion de los patégenos transmitidos por garrapatas

seleccionados detectados por PCR (figura 3).

Cuadro 2. Especies de garrapatas, nimero de grupos de garrapatas y garrapatas positivas.

A. R. E. R.
Tick species N phagocytophilum E. canis rickettsii chaffeensis amblyommi
Rhipicephalus sanguineus 207 37 32 7 4 0
R. (Boophilus) microplus 43 2 0 0 0 0
annulatus 8 0 1 0 0 0
Amblyomma cajenennse 58 1 1 1 2 1
dissimile 29 1 1 0 0 0
maculatum 58 1 1 1 0 0
americanum 7 1 0 1 2 0
inornatum
3 0 0 0 0 0
imitator
2 0 0 0 0 0
Dermacentor  variabilis 22 2 2 0 0 0
nitens 7 0 0 1 0 0
paramapertus
2 0 0 0 0 0
andersoni
6 0 1 0 0 0
Ixodes texanus 9 0 0 0 0 0
scapularis 6 0 2 0 0 0
cookei 3 0 0 0 0 0
sinaloa 2 0 0 0 0 0
leporis-
Haemaphysalis palustris 5 0 1 0 0 0
Total (%) 477 45 (9.4) 42(8.8) 11(23) 8(1.7) 1(0.2)




Figura 1. Distribucion de las garrapatas colectadas en México.
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Anaplasma phagocytophilum fue el patégeno con mayor frecuencia de infeccion
en el noroeste del pais. Se identificaron asociaciones como: A. phagocytophilum
infectando A. cajennense, A. dissimile, A. maculatum y D. variabilis; E. canis
infectando A. cajennense, A. dissimile, A. maculatum, |. scapularis y H. leporis-
palustris; R. rickettsii infectar D. nitens; y E. chaffeensis infectar A. cajennense. Es
necesario determinar qué asociacion entre las garrapatas y patdgenos podria
resultar en la transmision del agente, o representar un ciclo enzodtico silencioso

del agente.

Discusion

En México desde 1947, la garrapata R. sanguineus se le reconocié como vector
transmisor de R. rickettsii [4], mientras que en los EE.UU., D. variabilis y D.
andersoni son los vectores competentes del mismo patdgeno [28]. Siendo hasta el
2002, R. rickettsii identificado en garrapatas R. sanguineus como garrapata vector

de la fiebre maculosa de las Montafias Rocosas (FMR) en Arizona [10].



Figura 2. Arbol filogenético de los patdégenos detectados en las garrapatas

colectadas sobre hospederos animales y humanos en México.
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En América del Sur se ha informado de Amblyomma spp. transmitiendo otra
Rickettsia [23,25,26]. En los ultimos diez afos, un brote epidémico de fiebre
manchada de las Montafas Rocosas (FMMR) ha sido reportado en la frontera
norte de México y se extiende en realidad a 30 estados del pais [3,4]. Nuestros
resultados son similares a los informes en Panama, Argentina y Brasil, en donde
R. sanguineus es un vector competente para la mayoria de los patdégenos TBRD
[8, 23], encontrando que la garrapata R. sanguineus es la garrapata infectada con
mas frecuencia con estos patdgenos. Las especies de garrapatas que transmiten

R. rickettsii en México son: R. sanguineus, D. variabilis y Amblyomma imitador



[4,27], mientras Haemaphysalis leporis-palustris es un vector potencial descrito en

la regidn noroeste de México [13].

Figura 3. Distribucidn de los patégenos Rickettsiales detectados en las garrapatas

colectadas alrededor de México.
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Se encontr6 que R. sanguineus fue la garrapata con mayor frecuencia,
representando el 52,2% de todas las garrapatas examinadas en las regiones de
México. Esto es consistente con el hecho de que R. sanguineus se considera
como una garrapata global capaz de transmitir patégenos tales como R. rickettsii,
especies de Ehrlichia e incluso Leishmania infantum [2,22,26,30]. La existencia de
co-infecciones en R. sanguineus es importante, puesto que se sabe, que mas de
un patégeno puede coexistir en un solo vector [7].

Encontramos que A. phagocytophilum y E. canis fueron los patégenos con mayor
frecuencia de infeccion en las garrapatas colectadas en México, mientras que E.
chaffeensis y R. rickettsii fueron menos frecuentes. Un estudio previo en el noreste
de México, reportdé una prevalencia de 50% infeccion por Rickettsia spp. en
garrapatas de la especie Amblyomma [23], una alta frecuencia en comparaciéon



con nuestros resultados, a pesar de llevar a cabo una colecta con 16 diferentes
especies de garrapatas. Un estudio llevado a cabo en Texas, encontraron
garrapatas A. cajennense que fueron colectadas sobre las personas, positivas a
multiples patdgenos, incluyendo Borrelia spp., Ehrlichia spp., Rickettsia spp., y A.
maculatum estaba infectado con Ehrlichia spp. y Rickettsia spp. [39].

Es el primer reporte de A. phagocytophilum, el agente de la Anaplasmosis
Granulocitica humana, en México. La enfermedad fue reconocida en seres
humanos en los EE.UU. en 1994, y posteriormente en Europa en 1995 [27]. Se
preveé que el grupo Ixodes esté presente en todos los estados del centro y noreste
de México [13,15,17,21]. La distribucion principal esperada para A. cajennense es
la costa noreste de México, que tiene tierras con bajas altitud y temperaturas
calidas. En contraste, las especies de Ixodes se predicen principalmente en los
estados del norte, caracterizados por la presencia de grandes altitudes, y clima
templado [13,21]. En los EE.UU., Ixodes scapularis e Ixodes pacificus han sido
encontrados como los principales vectores de A. phagocytophilum [8].

La deteccidn del agente de la Ehrlichiosis monocitica humana (E. chaffeensis) en
garrapatas R. sanguineus, A. americanum y A. cajennense podria desempefar un
papel de transmision importante en México, pero es necesario mas estudios al
respecto. En México, la enfermedad fue reportada por primera vez en un paciente
de Yucatan, diagnosticado seroldégicamente por IFA [14]. En nuestro estudio,
hemos colectado solamente garrapatas R. sanguineus en Yucatan, y fueron
positivas a E. canis; aunque nuestros resultados indican que se puede producir
esta infeccion en otras areas de México, incluyendo los estados del sur y norte de
México, donde se predice la presencia del vector competente [13,15,17,21].

Las garrapatas Amblyomma imitator fueron encontrados sobre Silvilagus spp., un
vector potencial de R. rickettsii y R. prowasekii, lo que sugiere la participacion de
otros mamiferos en el ciclo enzodtico en México [27]. Se describe la presencia de
R. amblyommii en una garrapata Amblyomma cajennense colectada en un estado
del noreste de México; A. cajennense no se ha informado como vector potencial
para el agente R. amblyommii en México, solo se ha descrito en A. cajennense en

la region amazodnica del Brasil [14,26] y en A. neumani en Argentina [25]. Aunque



la patogenicidad de R. amblyommii es aun desconocida, un estudio en Carolina
del Norte, EE.UU. informé6 que 11 de los 25 garrapatas A. americanum estudiadas
se infectaron con R. amblyommii, y encontraron que 3 de cada 6 pacientes tenian
anticuerpos reactivos con R. amblyommii [1].

En México, tenemos descrito Ixodes scapularis en los estados del norte y centro
del pais desde 1962 [20]. Las garrapatas Dermacentor andersoni, se obtuvieron
de perros en Sinaloa, un estado en el noroeste de México. Estas garrapatas se
han descrito no s6lo en nuevas regiones, sino también en nuevos biotipos. Existen
diversas explicaciones propuestas, incluyendo el calentamiento global, el impacto
del uso de la tierra, y el papel de la fauna silvestre en la dispersion de la garrapata
[5,13]. Hasta hace poco, Dermacentor andersoni y D. variabilis en América del
Norte, y A. cajennense en América del Sur fueron las unicas especies de
garrapatas asociados con rickettsias en el continente americano [28]. Hoy en dia,
otras especies se han reportado positivas, incluyendo A. triste [36] en Uruguay,
Argentina y Brasil, A. maculatum en Estados Unidos y Rhipicephalus sanguineus
en Brasil y los EE.UU. [24,40].

La distribucidn geografica de TBD generalmente sigue la distribuciéon de sus
vectores [16,38]; en el presente estudio hemos documentado la presencia de
patdogenos en 67 diferentes sitios de México, mostrando que los vectores
infectados se distribuyen en todo el pais. Ademas, encontramos A.
phagocytophilumse distribuida en la mayoria de las regiones estudiadas, R.
rickettsii sélo en la costa de México, E. chaffeensis en los estados centrales y E.
canis sobre todo en los estados del norte de México.

Estos hallazgos amplian estudios previos en México, limitados a la busqueda de
unos pocos patdogenos y garrapatas, sugiriendo que la mayoria de los patdégenos
rickettsiales son endémicos en el pais. Se necesitan mas estudios para determinar
qué infecciones pudieran transmitir estas garrapatas y causar la enfermedad.
Nuestros resultados proporcionan informacion sobre organismos Rickettsiales
potencialmente patdgenos, sus hospederos y garrapatas en México; lo que
sugiere la presencia de enfermedades endémicas no reconocidas previamente

[37]. El conocimiento relativo a la distribucion de garrapatas puede ser util en la



prediccion de la epidemiologia de las enfermedades asociadas a determinadas
especies de garrapatas [19,37], y también puede proporcionar una oportunidad
para examinar la ecologia de las zoonosis emergentes o previamente no descritas,
para determinar los diferentes roles ecolégicos de transmisién de la enfermedad
que puedan estar presente [19,32].

La distribucidon de los patogenos transmitidos por garrapatas estd cambiando en
todo el mundo, y algunos de estos agentes en México puede representar una
amenaza antes no reconocida para la salud humana y animal. Nuestros resultados
ponen de manifiesto la necesidad de continuar con estudios para vigilar la
aparicion de nuevas enfermedades enzodticas, que pueden representar amenazas

desconocidas para la salud publica de las poblaciones expuestas.
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Resumen

La Ehrlichiosis Monocitica Humana es una enfermedad de curso febril provocada
por Ehrlichia chaffeensis, una bacteria intracelular obligada transmitida por
garrapatas. Se presenta una caso letal de infeccidon provocado por Ehrlichia
chaffeensis en una mujer imnunocompetente de 31 afios, sin historial descrito de
mordedura de garrapata. E. chaffeensis tiene que ser buscado en pacientes

mexicanos con leucopenia, trombocitopenia y transaminasas hepaticas elevadas.

Palabras claves: Ehrlichia chaffeensis, Ehrlichiosis Monocitica humana.

ABSTRACT

Human monocytic ehrlichiosis is a febrile illness caused by Ehrlichia chaffeensis,
an obligatelly intracellular bacterium transmitted by ticks. A fatal case of Ehrlichia
chaffeensis infection in an immunocompetent 31-year-old Mexican woman, without
a history of tick-bite is described. E. chaffeensis should be investigated in Mexican

patients and leukopenia, thrombocytopenia and elevated liver enzymes.

Key words: Ehrlichia chaffeensis, Human Monocytic Ehrlichiosis.



Introduccién

Ehrlichia chaffeensis es una bacteria intracelular obligada, caracteriza por ser un
patdogeno de importancia médica y veterinaria. Los primeros casos de Ehrlichiosis
Monocitica Humana (HME) se describieron en 1987, y el agente etioldgico fue
posteriormente identificado en los Estados Unidos de América como Ehrlichia
chaffeensis, una bacteria perteneciente a la familia Anaplasmataceae (1). Ehrlichia
chaffeensis se transmite por las garrapatas duras, siendo su vector competente la
garrapata Amblyomma americanum, y los reservorios incluyen animales
domésticos y silvestres (2,3). La mayoria de los casos en los EE.UU. se producen
entre los meses de abril a septiembre. Generalmente, la Ehrlichiosis es una
enfermedad auto-limitante con sintomas inespecificos similares a la gripe. Los
pacientes presentan fiebre, malestar, cefalea, mialgia, leucopenia en 60% a 70%,
trombocitopenia, y el 80% a 90% de los pacientes presentan los niveles de
transaminasas séricas elevadas (4,5). La evidencia seroldgica de infeccion puede
estar ausente durante la fase aguda de la enfermedad. En el 50% de los casos se
requiere hospitalizacion y de esos casos, hay una tasa de mortalidad entre el 2%
al 3% (6).

En México se ha reportado un solo caso de E. chaffeensis (7). Recientemente E.
chaffeensis ha sido identificado en Rhipicephalus sanguineus y A. cajenennse.

Estos vectores se encuentran en todo México (8).

El estudio. Una mujer de 31 afios de edad, previamente sana del Estado de
México, México fue admitida en el departamento de emergencia a finales de
agosto de 2013; presentando un curso de 15 dias con fiebre, escalofrios, dolores
musculares, malestar general, astenia y cefalea. No hay antecedentes de viajes en
los ultimos tres meses antes de la presentacion del cuadro clinico. No hay
antecedentes de mordedura de garrapata. Trabajaba en un mercado, en la venta
de frutas y verduras. A la exploracion fisica estaba confundida, con distress
respiratorio leve, hepato-esplenomegalia, taquicardia y normotensiva. Estudios
realizados en el laboratorio de admision mostraron leucopenia (900/mm?),

neutropenia (310/mm?), linfocitos (590 / mm3) y trombocitopenia (76.000/mm?®



plaquetas), anemia (hemoglobina 8,2 g/dl), AST 2748 UI/L, y ALT 350 IU/L. Se
realizd una evaluacion completa de sepsis, incluyendo cultivos de sangre,
evaluacion morfolégica y cultivo de aspirado de meédula 6sea. El aspirado de
médula ésea no mostré cambios significativos. La tomografia computarizada
mostré hepato-esplenomegalia y se observd un pequeio derrame pericardico, la
ecografia mostré una nefromegalia bilateral, y la ecocardiografia reveld un
pequefio derrame pericardico y una fraccion de eyeccion (FE) del 59%.

El paciente fue ingresado a la unidad de cuidados intensivos (UCI), y sometido a
transfusiones de sangre (células rojas, plasma y plaquetas). Se inicid la antibi6-
terapia con Levofloxacino, Amikacina y Meropenem. En el tercer dia en la UCI, el
paciente continué con pancitopenia y AST 674 Ul/L, ALT 105 UI/L. Se evaluaron
sangre, higado, bazo y muestras de tejidos para Mycobacterium spp y Rickettsia
spp mediante PCR. Los cultivos de sangre y médula ésea permanecieron
negativos. No se detectaron morulas en los frotis de sangre periférica y la médula
0sea, pero una estructura de mérula, se observo en la biopsia hepatica.

Se administré prednisona, por la sospecha de sindrome hemofagocitico. En el
primer dia en la UCI, la fiebre persistid, y presentdé cambios en el estado mental
como confusion y un episodio psicético con sintomas de ansiedad. Fue evaluada
por un psiquiatra, que le recetd benzodiazepinas.

Las pruebas de PCR detectaron Ehrlichia chaffeensis en la sangre, iniciando el
tratamiento con doxiciclina (100 mg/12 horas) después de 24 dias en la UCI. Dos
dias mas tarde, el paciente desarroll6 shock hipovolémico por hemorragia. En el
segundo dia de tratamiento la fiebre disminuyd, pero el paciente desarrollé shock
séptico e insuficiencia respiratoria aguda por lo cual requiridé asistencia ventilatoria
mecanica. En el cuarto dia de tratamiento con doxiciclina, la paciente desarrollé
insuficiencia renal aguda, y se inici6 la hemodialisis. El dia 10 presento fallas multi-
sistémicas con inestabilidad hemodinamica, desarrollando una respuesta al
soporte inotropico, y la paciente murio.

Los estudios de laboratorio revelaron la ausencia de anticuerpos contra la

Hepatitis A, B, C, y E, parvovirus B-19 y VIH. La PCR para Mycobacterium spp.



fue negativo. El estudio histopatolégico de higado mostré necrosis centrolobulillar
hepatica, esteatosis macrovesicular, y la inflamacion linfohistiocitario (Figura 1).

Post-mortem, el diagnéstico de HME se confirmé mediante amplificacion por PCR
anidada del gen 16S rRNA de los tejidos bazo e higado, usando los iniciadores
externos e internos como se describié anteriormente (8). La secuenciacion de los
productos de PCR demostrando un 99,8% de homologia con Ehrlichia chaffeensis

str. Arkansas (Genebank no. KT308164). Fue negativa la reaccion de PCR para A.

phagocytophilum y R. rickettsii.
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esteatosis e infiltrado inflamatorio linfocitario (H & E 1: 10x, 2: 40X). C, Las
agrupaciones de células en el Iobulo del higado (H & E; 40x). D,
inmunohistoquimica linfocitos T (CD3) (10x). E, inmunohistoquimica manchado de
los macrofagos (CD68) y la hiperplasia de células de Kupffer. F, células

Multinucleus en parenquimal (H & E 40x).

Enviamos tejidos de higado, bazo, ADN y muestras de suero al Laboratorio de
Investigaciones Rickettsiales y Ehrlichiales de la Universidad de Texas Medical
Branch en Galveston, EE.UU. En UTMB, se amplifican mediante PCR en tiempo
real como se ha descrito previamente (9), dos fragmentos positivos del gene dsb




para E. chaffeensis con una homologia del 100% para la cepa Arkansas. Los
resultados de las pruebas de ELISA e IFA se realizaron para el diagnostico
serologico (los controles positivos fueron proporcionan por Jeremy McBride), y la
muestra de suero fue positiva a ELISA con titulos 1:100 titulos para las proteinas
PRT-120 y PRT-128, y titulos > 1/64 de IgG para IFA, considerados positivos, con

un punto final de titulacion a 1:512 (Figura 2).

EITC DAPI FITC/DAPI

Figura 2. Prueba de IFA. A-C: control positivo de Ehrlichia chaffeensis. DF:
muestra de suero con una titulacion de 1: 512 positiva a Ehrlichia chaffeensis. La

flecha marca las moérulas infectando las células.

Goéngora et al. (1999) habian informado un caso probable de HME en México (7).
En un estudio reciente se detecté E. chaffeensis en un 5,5% de ratones
Peromyscus spp. en 31 sitios diferentes en México. La presencia de este patégeno
en un huésped silvestre es una evidencia mas de que el ciclo de los reservorios
potenciales y competentes esta presentes (8). Este es un riesgo potencial para la
poblacién expuesta. En este caso, el paciente fue ingresado en el hospital con 32

dias de manifestaciones clinicas inespecificas, destacando la presencia de



hepato-esplenomegalia y leucopenia, anemia, trombocitopenia y aumento de las
concentraciones de transaminasas en suero. Algunos autores han sugerido que la
triada clinica de leucopenia, trombocitopenia y transaminasas séricas elevadas en
un paciente febril sin una erupcién son comunes en HME (10). El paciente
desarrollé una disfuncion multiorganica y anormalidades hematoldgicas, la cual
persistio a pesar del tratamiento con doxiciclina. La mortalidad es generalmente
debida a las complicaciones como el sindrome de dificultad respiratoria aguda o
sepsis con fallo multiorganico (11). HME se ha asociado con el sindrome de
activacién de macrofagos (12,13).

Multiples manifestaciones neurolégicas se han reportado, y se consideran
comunes en pacientes con Ehrlichiosis, incluyendo cefalea severa, confusién,
letargo, hiperreflexia, clonus, fotofobia, paralisis del nervio craneal, convulsiones,
vision borrosa, rigidez de nuca, y ataxia (13). Nuestra paciente presentdé cambios
en el estado mental, confusion y un episodio psicotico que no mejord con la
terapia de antibidticos (14). La presencia de alteraciones del estado mental es un
hallazgo clinico predictivo de los resultados anormales de LCR.

Los casos fatales de la Ehrlichiosis monocitica humana son poco frecuentes en
México, y hasta nuestro conocimiento, este es el primer caso confirmado de
Ehrlichiosis monocitica fatal en el pais. El curso fatal se ha descrito en un modelo
murino asociado con una cepa de Ehrlichia que induce un sindrome similar al
choque toxico con alto nivel de TNF-a en el suero (12). La infeccidon letal es a
menudo confundida por el hecho de que los signos y sintomas pueden imitar
hallazgos tipicos comunmente asociados con otras infecciones como dengue,
Fiebre maculosa de las Montafas Rocosas, Tifus murino, y otros enfermedades
febriles mal diagnosticadas (15) que son comunes en México.

La enfermedad causada por Ehrlichia es inespecifica y requiere un alto indice de
sospecha para el diagnéstico (8). La estacionalidad también debe tenerse en
cuenta, con la alta incidencia de casos humanos durante el verano, también
observado cerca de la estacion del patron de actividades de las garrapatas. La
evidencia serolégica de infeccion puede estar ausente durante la enfermedad



aguda temprana (15), se recomienda a los casos sospechosos uso de PCR para

confirmar el diagnostico.
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Resumen

La garrapata Rhipicephalus sanguineus es el vector competente de Ehrlichia
canis, el agente causal de la Ehrlichiosis Monocitica Canina (CME). CME es una
enfermedad emergente en la medicina veterinaria, que se caracteriza por un
trastorno de multiples fases que progresa en tres etapas: aguda, subclinica y
cronica. Hasta la fecha, hay poco conocimiento sobre la distribuciéon de los
vectores de E. canis en México. Por otra parte, no existen estudios que evaluen la
influencia del cambio climatico en la distribucion de los vectores. En el presente
estudio, se presenta la distribucion potencial actual y futura (afio 2050) de la
garrapata Rhipicephalus sanguineus positiva a E. canis, utilizando un algoritmo de
maxima entropia. Las proyecciones generadas se basan en cuatro modelos
generales de circulacion (CCCMA, CSIRO, HADCM3 y NIES99) y dos escenarios
del IPCC (A2 y B2). Un total de 384 garrapatas en 130 localidades
georreferenciadas fueron utilizados para construir el modelo de distribucion del
habitat actual y futuro, adecuado para los vectores competentes de E. canis.
Todos los modelos presentaron un AUC> 0.85, lo que indica que los modelos son
robustos. Las proyecciones muestran un cambio en la distribucién de las especies
en seis de los ocho escenarios considerados en este analisis de su gama actual,
debido al cambio climatico en areas nuevas. Este enfoque ecoldgico en todo el
pais podria ayudar a delinear recomendaciones para futuras prioridades de

investigacion, y para el disefio de medidas de salud publica en México.

Palabras clave: Ehrlichia canis; Rhipicephalus sanguineus; Modelos de

distribucion de las especies; Cambio climatico



Abstract

The tick Rhipicephalus sanguineus is the competent vector of Ehrlichia canis, the
causative agent of Canine Monocytic Ehrlichiosis (CME). CME is an emerging
disease in veterinary medicine, which is characterized by a multiphase disorder
that progresses in three stages: acute, subclinical, and chronic. To date, there is
litle knowledge regarding the vectors distribution of E. canis in Mexico.
Furthermore, there are no studies that assess the influence of climate change on
the distribution of vectors of CME. In the present study, we forecast the current and
future (year 2050) potential distribution of Rhipicephalus sanguineus tick to E.
canis, using a maximum entropy algorithm. The projections generated were based
on four general circulatory models (CCCMA, CSIRO, HADCM3, and NIES99) and
two IPCC scenarios (A2 and B2). A total of 384 ticks in 130 unique geo-referenced
localities were used to construct the model of present and future suitable habitat
distribution for competent vectors of E. canis. All models had AUC >0.85, which
indicates that the models are robust. The projections showed a shift in the
distribution of target species in six of the eight scenarios considered in this analysis
from its current range due to climate change in new areas. This countrywide
ecological approach to CME could help to delineate recommendations for future

research priorities to design public health measures in Mexico.

Key words: Ehrlichia canis; Rhipicephalus sanguineus; species distribution

models; climate change



Introduccién

Ehrlichia canis, un patégeno potencialmente zoonético (4,5), es el agente causal
de la Ehrlichiosis Monocitica Canina (CME), una enfermedad emergente en la
medicina veterinaria. CME es una enfermedad mundial transmitida por la
mordedura de la garrapata. El vector transmisor de CME es la garrapata
Rhipicephalus sanguineus (Ixodidae) (6). CME es un trastorno de fases multiples
que progresa en tres etapas: aguda, subclinica, y cronica. Cada fase se
caracteriza por varias anormalidades clinicas y hematoldgicas (6). La infeccion por
E. canis causa la enfermedad mas grave en los perros y puede resultar en fiebre,
mialgia, depresion, reduccién de las células blancas y la trombocitopenia; que
puede conducir a trastornos de la coagulacion, particularmente hemorragias (7).
La trombocitopenia se observa en el 84% de los perros infectados y se utiliza
como un indicador para el tratamiento antibiético (6,7). CME es la enfermedad
transmitidas por garrapatas comun en el perro en Estado Unidos y los paises
latinoamericanos, presentandose en con mayor frecuencia durante los meses de
clima calido, cercanos al patrén de mayor actividad de las garrapatas.

En México, la epidemiologia y distribucién geografica de CME no se conoce bien,
y se han reportado varias frecuencias de infeccién desde 2009 en todo el pais,
que van desde el 74,5% (8), 44,1% (9) y 33% (10), mostrando frecuencias mas
altas que otros paises de América Latina. La epidemiologia de E. canis refleja la
distribucion geografica y actividades del vector (R. sanguineus) y reservorios, tales
como domésticos (perros) y los mamiferos silvestres (ratones del bosque;
Neotoma) (8-11). Las variaciones climaticas incluyendo fendmenos
meteorolégicos extremos (cambios en la temperatura, humedad y lluvia) y su
frecuencia, tienen un impacto profundo en las enfermedades infecciosas y sus
organismos vectores asociados, como los mosquitos, garrapatas y especies de
Triatoma (12). Los brotes de enfermedades transmitidas por vectores también
dependen de muchos otros factores que interactian, como la dinamica de las
poblaciones humanas y animales, cambios agricolas, deforestaciéon y la
construccion de presas, que en conjunto provocan la pérdida de la biodiversidad

(13). Frente a los cambios ambientales, los organismos vivos tienen tres opciones:



adaptarse a las nuevas condiciones, emigrar a un habitat mas apropiado, o
extinguirse (14). Varios otros factores pueden influir en la distribucién de los
vectores y reservorios, tanto en condiciones ambientales presentes o futuras.
Estos factores pueden ser bidticos (interacciones entre especies), geograficas
(capacidad de dispersion, la capacidad evolutiva de las poblaciones de especies
para adaptarse a la nueva condicién) y antropogénica (cambios en el uso de
suelos, y manejo de los animales) (7, 15).

La asociacion entre enfermedades tiempo/clima entra en tres categorias: espacial,
con el clima afectando a la distribucion de las enfermedades; temporal, el tiempo o
el clima afecta a la sincronizacion de los brotes; y la relacionado con la intensidad
de un brote (16). Las variables climaticas como la temperatura y precipitacion,
afectan la distribucion del habitat de las garrapatas. En consecuencia, un aumento
de temperatura debido al cambio climatico tiene un efecto directo sobre los habitos
de alimentacién y comportamiento del vector, lo que puede alterar el equilibrio
entre la vida util de un vector infectado, su frecuencia de la alimentacion, y el
tiempo necesario para la maduracion del patégeno dentro de ella (17).

La estrecha relacion entre los patdogenos y sus vectores, hace que los patdégenos
susceptibles a los factores abio6ticos que afectan a la biologia de las garrapatas. La
garrapata R. sanguineus parasita perros y una gama de varios animales silvestres
y domésticos, asi como los seres humanos. Ademas, es un vector competente de
varios patogenos de importancia médica y veterinaria (R. rickettsii, Babesia vogeli
y Hepatozoon canis). Esta especie de garrapata se adapta bien a los ambientes
rurales y urbanos, su distribucién esta influenciada por la temperatura, humedad y
disponibilidad del hospedero (11,18).

Las enfermedades transmitidas por vector, se pueden modelar con gran precision
predictiva mediante el uso de métodos de distribucion de las especies, que se
asocian con factores ambientales. Este tipo de estudios podria analizar por
separado la distribucién potencial de habitat para cada especie de garrapata (19),
que a su vez se utilizaran como herramienta para controlar/prevenir a las

garrapatas.



El objetivo de este estudio fue explorar la distribucidén potencial presente y futura
de R. sanguineus en México, utilizando un enfoque de maxima entropia. Nuestros
resultados mostraron que los datos de distribucidon de una especie colectada a
través de trabajo de campo, y la base de datos, predice la distribucién potencial
presente y futura del habitat adecuado de las especies de garrapatas.
Rhipicephalus sanguineus es el candidato mas indicado para la transmision
(vector competente) de CME en México, y se ha demostrado que es un vector
competente para multiples Rickettsiosis transmitidas por garrapatas en

condiciones de cambio climatico.

Material y métodos

Area de estudio y los datos geograficos. El area de estudio incluye a México y
fue delimitada por las coordenadas 14 ° 32'27" - 32 ° 43'06" Ny 86 ° 42'36" - 118 °
27'24" W. (Figura 1). Para efectos de modelado, los datos de distribucion (longitud
y latitud) de Rhipicephalus sanguineus se reunieron a partir de bases de datos ya
existentes (GBIF.org, ultimo acceso 09 de julio de 2015) y previamente publicados
(8,21). Un total de 384 garrapatas en 130 lugares unicos fueron utilizadas para

construir el modelo de Rhipicephalus sanguineus (tabla 1).

Métodos de modelicion y evaluacion. Construimos diferentes conjuntos de
modelos de distribucion de especies, para la construiccién de los modelos se tomo
en base la presencia de la garrapata utilizando un algoritmo de maxima entropia
(MaxEnt) (22,23). MaxEnt ha demostrado ser robusto para la construccién del
modelo de datos

Se utilizé la version MaxEnt k 3.3.3 (http://www.cs.princeton.edu/schapire/maxent/)
con los parametros estandarizados (umbral de convergencia = 105, iteraciones
maximo = 500, valor regularizacion 3 = auto) (24). Para cada modelo, la relacién
de la prueba de entrenamiento se establece en 30:70, lo que significa que los
modelos se construyeron utilizando el 70% de los datos y probados con el 30%
restante, el modelo fue repetido diez veces.



Figura 1. Distribucion geografica de las garrapatas utilizadas para la construir de

los modelos.

R. sanguineus

Para evaluar los modelos se calculé para el area bajo la curva (AUC) de las
caracteristicas de funcionamiento del receptor parcelas (ROC) (25). ROC es una
medida del umbral independiente que evalua la sensibilidad frente a la
especificidad de un modelo cuando se presenta con un nuevo dato.

Un grafico ROC se obtiene mediante el trazado de todos los valores de
sensibilidad en el eje y contra de sus valores equivalentes (1-especificidad) para
todos los umbrales de decisidn disponibles en el eje x. El resultado tedricamente
perfecto es AUC = 1, mientras que la realizacién de una prueba no es mejor que el
rendimiento de azar AUC = 0.5. Las AUC se calcularon en MaxEnt. Se corri6 diez
veces el modelo en MaxEnt de cada especie de garrapata; los datos de las AUC.
Los resultados del modelo se procesaron y visualizaron utilizando en el software
ArcGIS 10.



Cuadro 1. Estados, localidades y niumero de R. sanguineus colectadas en México, para construir el
modelo.

State Localities R. sanguineus
Mexico City 6 32
Edo. Mexico 4 13
Morelos 2 15
Puebla 4 24
Hidalgo 3 9
Baja California 1 4
Sonora 2 9
Sinaloa 49 134
Nayarit 4 8
Jalisco 2 5
Michoacan 11 15
Guerrero 6 32
Oaxaca 3 17
Chiapas 3 12
Durango 5 3
Nuevo Leon 12 13
Tamaulipas 6 18
Veracruz 4 9
Tabasco 1 6
Guanajuato 2 6

Total 130 384

Variables climaticas. Se utilizaron diecinueve variables climaticas, como
variables exploratorias (www.worldlim.org) para construir los modelos (26). Estas
variables climaticas tienen una resolucién de aproximadamente 1x1km? por celda
de la cuadricula (http://www.worldclimtatic.org/; ultimo acceso 27 de marzo 2014).
Para evitar el uso de variables altamente correlacionadas, nos encontramos con
un analisis de correlaciones, y eliminamos una de las variables de cada par con un
valor de correlacion de Pearson> 0.8 (Tabla 2).

Proyeccién bajo escenarios futuros. Se desarrollaron modelos de distribucion
futura para el ano 2050, utilizando dos escenarios propuestos por el Informe
Especial de Escenarios de Emisiones (IE-EE) del Grupo Intergubernamental de
Expertos sobre el Cambio Climatico (IPCC): A2 (que propone un crecimiento
demografico humano continuo y un grave aumento de las emisiones de gases) y
B2 (que propone un menor crecimiento demografico humano que A2, y las
emisiones de gases mas sostenibles) (15). Existen diferentes modelos

circulatorios globales (GCM) y no se puede considerar uno u otro superior,



seleccionamos cuatro diferentes GCM para comparar los resultados: CCCMA
(Centro Canadiense para Climatico Modelacion y Analisis, Canada), CSIRO
(Commonwealth Investigacion Cientifica e Industrial Organizacion atmosférica
modelos de investigacion, Australia), HADCM3 (Centro Hadley para la Prediccion
Climatica e Investigacion / Met, Reino Unido) y NIES99 (Instituto Nacional de
Estudios Ambientales, Japdn).

Habitat estable adecuado. Se estimd un " habitat estable" teniendo en cuenta los
mapas actuales y futuros de las garrapatas infectadas. En primer lugar,
reclasificamos los modelos de distribucion potencial para el presente y futuro, para
obtener mapas binarios (presencia = 1, la ausencia = 0) con el "umbral minimo
presencia" (24,25,1,2,3,15). Este umbral incluye predicciones de habitats
adecuados por todo los lugares donde hemos colectado garrapatas. La
comparacion de las proyecciones actuales y futuras se calculd utilizando la

férmula ((futura pérdida de ganancia futura) * 100 / presente area).

Resultados

El AUC para los datos de entrenamiento y datos de prueba se muestran en la
Tabla 3. Entre las 19 variables utilizadas, BIO 03 (isotérmica), BIO 04
(estacionalidad de la temperatura), BIO 12 (precipitacién anual) y BIO 18
(precipitacion del trimestre mas calido), presentaron la mayor contribucién para la
construccion de los posibles modelos de distribucion de habitats adecuados (75%)
de la garrapatas R. sanguineus.

Modelos construidos para la distribuciéon potencial presente y futuro del
vector competente. A nivel de especies, en la figura 2 se muestran mapas de
distribucién actual del habitat estable adecuado para R. sanguineus. La superficie
total se estima en 332,821 km?. Los modelos de distribucién presente y futuro del
habitat de R. sanguineus construido por MaxEnt se muestran en las figuras 3 y 4,
respectivamente. Nuestras proyecciones estiman que las garrapatas R.
sanguineus podrian cambiar su habitat adecuado, aumentando a 36%. Estos
cambios, sugieren una expansion del habitat adecuado hacia las zonas del Centro

y Norte de México. La tabla 4 muestra la pérdida, y ganancia del habitat estable .



Cuadro 2. Variables explicatorias usadas para la construccion del modelo.

Variable Explanation Used to construct the R.
sanguineus model

BIO 01 Annual mean temperature
BIO 02 Mean diurnal range

BIO 03 Isothermal X
BIO 04 Temperature seasonality

BIO 05 Maximum temperature of warmest month

BIO 06 Minimum temperature of coldest month

BIO 07 Temperature annual range X

BIO 08 Mean temperature of wettest quarter

BIO 09 Mean temperature driest quarter

BIO 10 Mean temperature of warmest quarter

BIO 11 Mean temperature of coldest quarter

BIO 12 Annual precipitation X
BIO 13 Precipitation of wettest month

BIO 14 Precipitation of driest month

BIO 15 Precipitation seasonality X
BIO 16 Precipitation of wettest quarter

BIO 17 Precipitation of driest quarter X
BIO 18 Precipitation of warmest quarter X

BIO 19 Precipitation of coldest quarter

Cuadro 3. Valores del Area bajo la cuerva (AUC) después de MaxEnt.

Species Training Data St. Dev Test Data St. Dev
R. sanguineus 0.986 0.022 0.973 0.071
Discusion

A nuestro entender, se presenta la primera distribucién potencial del habitat para
E. canis en el vector competente bajo las condiciones de cambio climatico en
México. Los datos incluyen informacion sobre el vector competente (Rhipicephalus
sanguineus), y sugieren un cambio en la distribucion del vector infectado de E.
canis. Ademas, proporciona una evaluacion cualitativa y cuantitativa de las futuras
areas climaticamente adecuadas para E. canis en el pais.

Los vectores se ven afectados en su mayor parte en el Noreste del pais, seguido
por la disminucion prevista en el habitat debido a la escasez de lluvias y las altas
temperaturas. La situacion se invierte en el sureste de México, proyectada a futuro
para el afo 2050, influenciada principalmente por las precipitaciones.

El aumento de la temperatura, que se ha predicho que se produzca en los
préximos afos, podria afectar drasticamente la ecologia y distribucidn geografica

de la CME en México, en particular las causadas por patdgenos Rickettsiales. El



cambio climatico se ha demostrado afecta a la actividad y alimentacién de las

garrapatas en diferentes etapas de la vida (16).

Figura 2. Distribucién del habitat considerado estable de la garrapata competente R.

sanguineus.

Una temperatura mas alta resultante del cambio climatico, puede aumentar la tasa
de desarrollo de ciertos patogenos, que tienen una o mas etapas del ciclo de vida
fuera de su huésped humano o animal. Esto puede reducir los tiempos de
generacion, y posiblemente aumentar el total de numero de generaciones por afio,
lo que lleva a mayores patdgenos en las poblaciones. En contraste, los patégenos
sensibles a las altas temperaturas y su supervivencia puede disminuir con el
calentamiento climatico (16,27). El comportamiento de las garrapatas y los
hospederos, son un factor importante en la distribucion y dispersion de las
garrapatas, que tiene un movimiento independiente limitado. El movimiento incluye
la invasion a nuevas regiones. La alta densidad de poblacién y las diversas
comunidades de aumentan la probabilidad de ser recogido por un huésped
adecuado, lo que podria ser una razon para la asociacion predominante de

muchas especies de larvas de garrapatas duras y ninfas con pequefios mamiferos



(28). Asi, la inclusion de distribucion de los huéspedes debe ser incluido en un

estudio mas exhaustivo.

Figura 3 Distribucion del habitat para R. sanguineus obtenido mediante maximum-entropia,
utilizando las localidades registradas. Distribucion presente de R. sanguineus. Rojo= Alto
suitable habitat vs. azul= no suitable habitat.

™ High: 0.987495

. Low: 0.001035

Los resultados de maxima entropia encontraron que las altas temperaturas son
una influencia para el habitat estable adecuado de las especies de garrapatas se
incrementara. Hemos demostrado que un aumento de la temperatura y las
precipitaciones son correlatocionados con un aumento potencial de la distribucion
potencial habitat adecuada de R sanguineus; como cambio de habitat adecuado
para la distribucion de las especies que podria ocurrir en México.

Se demuestra que los modelos de distribucion futura de los habitats adecuados
para R. sanguineus pueden presentar diferencias al evaluar el rango de
distribucion vectores, y una extension en el noroeste y sureste de la distribucion de

los vectores competentes.




Se ha demostrado previamente que bajo temperaturas altas a lo establecido, R.
sanguineus que se alimentan preferentemente en perros, podria morder a los
seres humanos y provocar enfermedades zoonoéticas de transmision (18). En
México, algunos informe mostraron que se tiene un freuencia de infeccion en
ratones de 9,8% a Ehrlichia canis, y estan presentes en el centro y sur de México
(29).

También perros y garrapatas infectados, reportadas con una tasa del 74% al 33%
desde el norte y sureste, respectivamente (8-10). Para el modelo de distribucion
del habitat futuro, modelo NIES99 presenté una AUC de> 0,90, el mas alto de
todos los modelos analizados.

La ganancia de R. sanguineus en modelos de proyeccion futura en el habitat
sustentable parece estar influenciado por el aumento de la temperatura y las
precipitaciones (BIO 04 y BIO 07). Las regiones mas calidas podrian ser aun mas
caliente y sin embargo seguir siendo permisiva para los vectores si también hay
aumento de las precipitaciones y/o humedad. La correlacion entre cada una de
estas variables ambientales y la posibilidad de que la presencia de R. sanguineus
confirma la estrecha relacién de esta especie a la precipitacion y la temperatura.
Estos resultados corresponden con el hecho de que R. sanguineus puede
sobrevivir en temperaturas extremas y humedad, que muestra una distribucion por
ambas partes del pais; el Océano Pacifico y el Golfo de México.

Nuestros resultados predicen que puede haber cambios de rango como resultado
del cambio climatico para E. canis en el vector, estableciendo asi nuevas areas

potenciales para la distribucion de CME en México.

Conclusién

Los modelos presentados aqui muestran un cambio potencial en la distribucién de
las especies de vectores competentes de E. canis en México. Los modelos de
distribucion potencial han demostrado ser una herramienta util y rapida para
entender la ecologia y distribucion de E. canis. Las estrategias de control también
deben investigarse mas a fondo, como parte de la capacidad de adaptacion al

cambio climatico.



Figura 4 Distribuciéon futura (2050) del habitat de R. sanguineus obtenido con maxima-
entropia (A) A2A/CCCMA,; (B) B2A/CCCMA,; (C) A2A/CSIRO; (D) B2A/CSIRO; (E) A2A/HADCMS3;
(G) B2A/HADCMS3; (H) A2A/NIES99; (I) B2A/NIES99. Rojo= alto suitable habitat vs. Azul= no
suitable habitat.
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Los brotes de enfermedades transmitidas por vectores también dependen de
muchos otros factores que interactuan como las poblaciones animales, la ruptura

de la infraestructura de salud publica, los cambios en el uso del suelo (13).

Lista de abreviaciones

CME Canine Monocytic Ehrlichiosis
CCCMA Canadian Centre for Climate Modelling and Analysis
CSIRO Commonwealth Scientific and Industrial Research organization

Atmospheric Research
HADCM3  Hadley Centre for Climatic Prediction and Research

NIES99 National Institute for Environmental Studies

IPCC Inter-govermental Panel on Climatic Change

A2 Scenario that proposes a continuous human demographic growth and
a severe increase of gas emissions.

B2 Scenario that proposes lower human demographic growth than A2,
and more sustainable gas emissions.

E. canis Ehrlichia canis

MaxEnt Maximal Entropy

AUC Area Under the Curve

ROC Receiver Operating Characteristics plots

SRES Special Report of Emission Scenarios

GCM Global Circulation Model

BIO Bioclimate variables

TBRD Tick-borne Rickettsial Diseases
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VIIl. DISCUSION

Las garrapatas fueron los primeros artrépodos en establecerse como vectores de
patdgenos, y subsecuentemente los mosquitos; ambos, como los mejores
artrépodos vectores de enfermedades en el humano y animales domésticos
alrededor del mundo. Estas constituyen un grupo diverso con al menos 898
especies reconocidas de especies, distribuidas en tres familias: Argasidae (194
spp.), Ixodidae (703 spp.), y Nuttalliellidae (1 sp.). Los parasitos de una amplia
variedad de animales, incluyendo los seres humanos, que son huéspedes
accidentales para varias especies de garrapatas, como la garrapata estrella
solitaria Amblyomma americanum, I. ricinus y R. sanguineus.

En los ultimos 40 afnos, han sido identificados mas de 50 patdgenos emergentes y
reemergentes. Termino que se acuiio en 1992 cuando el Instituto de Medicina
emitid un reporte que defini6 a las enfermedades infecciosas emergentes; sin
embargo, la medicina ha sido complaciente con este tipo de enfermedades
infecciosas a pesar de las sefiales de alarma que han provocado infecciones
graves al humano. Las herramientas moleculares han sido utilizadas para el
descubrimiento y caracterizacién de virus y bacterias emergentes. La factibilidad
de aplicar estas herramientas diagndsticas a los agentes patégenos de mayor
peligro, fastidiosos o dificiles de cultivar con pruebas convencionales que limitan
un diagndstico oportuno; ha dado suficientes pruebas para cambiar el concepto de
manejo para muchos agentes®’.

La distribucidn de estas enfermedades esta relacionada con la distribucion del
vector. Su presencia se ha reportado en Asia, Africa, Europa y América. Entre
1984 y 2009, nueve especies o0 subespecies de rickettsias fueron identificadas
como agentes emergentes transmitidos por garrapatas alrededor del mundo. Seis
de estas especies han sido aislados de garrapatas y afios después en humanos
provocando la enfermedad. La presencia de los agentes patégenos en el vector es

un indicador de riesgo de exposicion de la poblacién a esas zonas'#3°8,



El riesgo de transmisidén de los agentes patégenos del vector a los reservorios y al
humano se ha incrementado debido a las actividades recreativas durante las
estaciones de mayor actividad de las garrapatas (abril — septiembre), ademas de
la introduccion de zonas residenciales a zonas urbanas zonas rurales o boscosas
donde la poblacién se integra a regiones con mayor exposicion y riesgo de ser
mordidos por garrapatas infectadas®®°%3,

Ehrlichiosis monocitica humana, Anaplasmosis Granulocitica humana vy
Ehrlichiosis monocitica canina no son consideradas enfermedades endémicas o
de su existencia en México, a excepcion de Rickettsiosis, que presenta datos
desde los afos 20°s. El estudiar la presencia de TBRD en zonas consideradas no
endémicas o libres de patdégenos, sus vectores, y reservorios tanto en pacientes
como en animales; nos lleva al conocimiento real de la ecologia de estas
enfermedades zoondticas emergentes, y determinar su verdadero impacto en el
comportamiento para la transmision®>%,

Los animales silvestres puede servir como reservorios o huéspedes amplificadores
de varios patdogenos humanos; la gran mayoria de TBRD estan de animales
silvestres reservorios. Sin embargo, los agentes patdgenos transmitidos por
garrapatas tradicionalmente asociado con la enfermedad en aves domésticas los
animales también pueden eventualmente surgir como patégenos humanos. Por
ejemplo, Ehrlichia canis ha sido implicado en algunos casos humanos de
Venezuela, y una nueva cepa de E. canis ha sido detectado en perros de Peru. La
evidencia serolégica de infeccion por Ehrlichia en los seres humanos se ha
reportado en América del Sur, pero no se cuenta con herramientas moleculares
sobre las especies de Ehrlichia infectan a los seres humanos en esta region®®.

La proyeccion o el estudio de las garrapatas y las bacterias portadoras ha provisto
de muchas asociaciones. Estos nuevos hallazgos contribuyen al conocimiento de
la distribucion de zonas endémicas de estos patdégenos; ya que algunos
patdégenos transmitidos por vector presentan un peligro y por ende un alto riesgo
para la poblacion humana. La habilidad de las garrapatas de actuar como vectores
competentes para varios patdgenos es peligrosa y tiene que ser considerada para

el tratamiento del paciente®®. El estudio y continuo monitoreo, jugara un papel



importante en la Salud Publica para valorar el riesgo de adquisicion de alguna
enfermedad transmitida por vector®®. Cinco especies de Ehrlichia y Anaplasmas
son conocidas por su importancia médica y veterinaria: E. chaffeensis, A.
phagocytophilum, E. muris, E. enwingii y recientemente, E. canis; los cuales
provocan una infeccion persistente en sus hospederos naturales, y en algunos
hospederos accidentales que pueden causar un shock toxico. Pero aun, es
desconocida la proporcién en que esta enfermedad se convierte en persistente o
cronica para el humano. La distribucion geografica de animales reservorios,
vectores y humanos expuestos a TBRD en México era desconocida 22,

El comportamiento humano (por ejemplo, el sentarse en los registros del agua, la
recopilacion de madera, sentado contra arboles, y caminar) podrian aumentar el
riesgo de exposicion a garrapata. Por ejemplo, las personas que visitan las zonas
boscosas podrian estar expuestas a las garrapatas duras, mientras que las
personas que entran a cuevas infestadas de garrapatas y madrigueras pueden
estar expuestas a las garrapatas blandas. Especies de garrapatas que se
encuentran en los seres humanos puede variar de una region a otra. En
Sudamérica, aproximadamente 30 especies de garrapatas se han encontrado en
los seres humanos. La mayoria de los casos de infestacion en humanos de esta
region, estan relacionados con garrapatas Amblyomma, que se asocian con
frecuencia con la fauna silvestre. Algunas de estas especies Amblyomma se han
asociado como vectores de rickettsias, tales como R. rickettsii y R. parkeri. Hasta
hace poco, el parasitismo humana por R. sanguineus fue considerada rara en
Sudamérica. Sin embargo, un estudio reciente llevado a cabo en el norte de Brasil
informo6 de varios casos de parasitosis humana por esta garrapata, o que puede
sugerir un alto nivel de infestacién del medio ambiente®®. Estudios recientes han
demostrado que la diversidad real de garrapatas puedan infestar seres humanos
es mayor que previamente creido. Por ejemplo, un estudio llevado a cabo en una
sola Provincia turca revelo la presencia de 24 especies de garrapatas en los seres
humanos, aunque soélo 800 de 5,999 garrapatas colectadas fueron identificados a
nivel de especie. Del mismo modo, 26 garrapatas se identificaron las especies

entre las 2,528 garrapatas colectadas de los seres humanos en varios distritos de



Amasya, otra provincia de Turquia, donde la fiebre hemorragica de Crimea-Congo
es endémica®. La importancia médica sobre el parasitismo por algunas de estas
especies de garrapata es desconocido, pero cualquier caso de infestacion humana
por las garrapatas deberia ser considerada de importancia clinica. Las garrapatas
se deben preservar para la identificacion, que a su vez podria ofrecer a los
meédicos y veterinarios informacién sobre el riesgo potencial de su salud y los
pacientes pueden estar expuestos a las garrapatas que pueden vivir en muchos
tipos de ambientes. Por ejemplo, la mayoria de las especies de garrapatas
blandas asociados a la enfermedades transmitidas por artrépodos son tipicamente
encontrado en cuevas, mientras que las garrapatas de los mamiferos terrestres
salvajes se encuentran comunmente en las zonas forestales. Los animales (por
ejemplo, el ganado y los perros) pueden traer garrapatas infectadas por patdégenos
y también representan un riesgo para los seres humanos 26293258

Este estudio provee datos sobre la frecuencia de R. rickettsii, E. canis, A.
phagocytophilum y E. chaffeensis en los roedores como huésped®® y las especies
de Peromyscus fueron la de mayor prevalencia para todas los patdégenos TBRD
examinados, como se muestra en otros estudios con la misma frecuencia de
infeccion  con Ehrlichia y Anaplasma spp.®’ que generalmente han sido
observadas solo en una grupo definido de huéspedes, incluyendo roedores y
grandes mamiferos; nuestro estudio sugiere que Ehrlichia spp y Anaplasma spp;
pueden ser trasmitidas por una gran variedad de hospederos en la naturaleza'.
Estos datos también proveen una oportunidad para examinar la ecologia de las
enfermedades zoondticas con diferentes factores para que la transmision se
realice®.

Todas estas enfermedades son relativamente nuevas en los humanos, los factores
que la incluyen son el cambio de uso de suelo, métodos en la agricultura, zonas
recidenciales en areas de bosques, y la falto de control en el vector; sin embargo,
estas enfermedades pueden ser transmitidas al humanos, de pequefios mamiferos
como los roedores que estan en continua circulacion en la naturaleza en muchas

partes del pais®**°. Los cambios medioambientales pueden potencializar y alterar



a distribucion de los mamiferos y artrépodos y hacer que se transmita al
humanos®.

Estos resultados demuestran que os roedores capturados en los diferentes sitios
de México, estan infectados con Anaplasma, Ehrlichia y Rickettsia spp.; sin
embargo, la infeccidn con las especies de Ehrlichia y Anaplasma, habian sido
generalmente observadas solo en un rango definido de huéspedes, incluyendo
roedores y algunos grandes mamiferos, por lo que sugiere que diferentes especies
de Anaplasma y Ehrlichia pueden ser transmitidos por una variedad de
hospederos en la naturaleza®®®2.

Hasta ahora no se tenia nocion de casos clinicos provocados por A.
phagocytophilum, y solo uno de E. chaffeensis en México, en comparacion con
muchos reportes de caso alrededor del mundo*. Debido a estos, es importante
conocer si la distribucion del roedor positivo a algun patégeno TBDR coincide en
su area a probable casos humanos y/o que los humanos puedan adquirir alguna
de estas enfermedades®.

Este estudio provee la frecuencia de R. rickettsii, E. canis, A. phagocytophilumy E.
chaffeensis transmitida por garrapatas. Acorde a la especie-especifico de las
garrapatas en el medio ambiente, las garrapatas Ixodidae los géneros
Rhipicephalus, Dermacentor, Ixodes y Amblyomma son los mas importantes
vectores de las especies de Rickettsiaea; incluyendo a los patdgenos Rickettsiales
de alto riesgo para el hombre? y en los Estados Unidos Ixodes scapularis e I.
pacificus, han sido asociadas con A. phagocytophilum como su principal vector®>*.
México esta confirmado como una zona endémica de la Enfermedad de Lyme en
el noreste y centro del pais; ya que fueron identificados casos clinicos, asi como la
distribucién del vector y hospederos infectados con B. burgdorferi®. Y con esto, el
panorama se crece, debido a la coinfeccion que pudiera estar presente ya que la
posibilidad de que dos 0 mas patégenos puedan coexistir en un mismo vector el
alta®,

A. phagocytophilum fue el agente mas frecuente, seguido de E. canis. En un
estado del noreste de México®! encontraron un 50% de garrapatas positivas a

Rickettsia spp. un resultado muy alto en comparaciéon a la frecuencia en este



estudio de R. rickettsii, 2.1% (10/477); ademas ellos solo encontraron diferentes
especies de Amblyomma, y en el presente se colectaron mas de once géneros de
garrapatas.

La distribucion geografica de estas enfermedades esta relacionada intimamente
con la distribucion del vector'; estos hallazgos proveen la distribucion y posible
endenmicidad de estos agentes patdogenos. Se detectaron diversos grupos de
especies de garrapatas y microorganismos; donde se identificaron nuevas
asociaciones en México: A. phagocytophilum en A. cajennense, A. dissimile, A.
maculatum, y D. variabilis; E. canis en A. cajennense, A. dissimile, A. maculatum,
D. valiabilis, I. scapularis y H. leporispalustris; R. rickettsii en A. cajennense, y D.
nitens; y E. chaffeensis en A. cajennense. Mexico realizaron un modelo de
distribucion para A. cajennense y el grupo Ixodes para predecir areas de posible
endenmicidad para Borrelia burgdorferi en México. El grupo Ixodes fue predecible
estar presente en todos los estados de México, mientras que A. cajennense es
predecible para todos los estados del centro de México®®?,

Por otro lado; R. sanguineus es considerada una garrapata de distribucion mundial
y capaz de transmitir patdgenos como R. rickettsii, especies de Ehrlichia, especies
de Anaplasma, Coxiella burnetii y Leishmania infantum'°°. R. sanguineus fue la
garrapata mas frecuente en este estudio, alrededor de 52.2% de todas las
garrapatas examinadas, similar a lo reportado en ltalia®*; y con mayor frecuencia
de infeccion de todos los patdgenos. La presencia de estos patdégenos estuvo
prevalente en todas las estaciones del afio, aunque en verano se presenta la
mayor frecuencia, diferente a lo reportado en Korea®®; encontraron en otofio la
mayor frecuencia de especies de Ehrlichia/Anaplasma en garrapatas; aunque la
coinfeccién reportada fue similar a lo reportado en este estudio.

Estudios sobre estos microorganismos en garrapatas en zonas consideradas no
endémicas pueden proveer informacion sobre la patogenicidad potencial de estas
bacterias, sus vectores, y reservorios. Estos datos pueden proveer la oportunidad
de examinar la ecologia de la zoonosis emergente para lo cual estan diferentes

factores ecoldgicos estan presentes®?.



Las garrapatas Ixodes no son capaces de sobrevivir por mucho tiempo, aunque
algunos adultos pueden persistir sin comer por un afio o mas; pero tambien su
capacidad de sobrevivir esta ligado a factores como la temperatura, humedad
relative, y la infeccidn por algunos patégenos; algunos estudios han demostrado la
habilidad de la garrapata R. sanguineus de sobrevivir en la naturaleza todo el
afio®. El conocimiento de la distribucion de garrapatas puede ser una herramienta
util para predecir y asociarlo con los patdogenos con algunas especies de
garrapatas en particular®.

Las garrapatas y la fauna son los principales reservorios de TBRD y los cuales son
de interés médico y veterinario. No obstante, ampliar el espectro de patdgenos
transmitidos por garrapatas que afectan a los animales domésticos y seres
humanos, requiere de nuevos estudios sobre la epidemiologia, diagndstico y el
entendimiento de la ecologia. Por ejemplo, R. massiliae, una bacteria en primer
lugar, aislada de R. sanguineus en Francia, se ha implicado en casos humanos de
la fiebre manchada en Europa y América del sur. Al igual que otras enfermedades
transmitidas por vectores (por ejemplo, la malaria, la leishmaniasis), TBRD pueden
ser dificiles de controlar debido a su epidemiologia compleja que puede implicar
diferentes vectores y huéspedes animales®*°%°,

Estos datos proveen una base para futuros trabajos que ayudaran a clarificar
como se da la interaccidon ecoldgica entre los vectores y patdgenos Rickettsiales
que pueden afectar la persistencia en zonas endémicas y por lo tanto el riesgo de
adquisicion de estas enfermedades en humanos y animales®® y asi, pudieran

ayudar al diagndstico, prevencion y su control.



IX. CONCLUSIONES

Existen preguntas fundamentales concernientes a los mecanismos moleculares y
procesos especificos que inlcuyen la patogénesis, asi como la dinamica de
transmision epidemiolégica. Ciertamente, los mecanismos o el proceso de la
emergencia de las enfermedades incluyen factores a nivel celular y molecular,
pero también incluyen factores como el clima, la precipitacion, los patrones de
movimiento eolico, climas extremos, asi como la ecologia del patdgeno,
reservorios y vectores, pero también se tiene que incluir la relacion de estos con el
huésped; que incorporan factores relacionados al humano y los mecanismos
sociales. Los cambios demograficos y sociales, ademas de los asociados a las
alteraciones del medioambiente, y aun mas, el esfuerzo para controlar a la
enfermedad, han contribuido a la severidad del problema, como el uso desmedido
de antibidticos, pesticidas, y uso de controles bioldgicos, que estan afectando y a
su vez ayudando a que el patdégeno se adapte a su hospedero y medioambiente,
facilitando una reemergenica de la enfermedad. El patdgeno y sus hospederos
(incluyendo al ser humano), se reproduce, crece y se adapta a su nuevo habitat.
Las TBRD, son un objetivo que esta en constante movimiento por el cambio
climatico, asi como por otras fuentes de la naturaleza o variaciones
antropogénicas, y alguna enfermedad que sea sensible al medioambiente,
resevorios o el vector se vera afectada.

En base a todo esto, la importancia de la iniciativa Una Salud, en el enfoque de las
enfermedades transmitidas por las garrapatas, en el cual médicos, veterinarios,
biolégos, ecologistas y demas disciplinas que pudieran estan ligadas, llaman a la
unidad de sus esfuerzos para el manejo de estas enfermedades zoondticas

emergentes.
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