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Resumen

Objetivo. Identificar la presencia de Rickettsia ricketsii y
Rickettsia felis y estimar la tasa minima de infeccion de garra-
patas que infestan al ganado bovino en la costa del estado de
Chiapas. Material y métodos. Se realizaron dos mues-
treos, octubre de 2021 y marzo de 2022, que incluyeron la
extraccion de garrapatas de ganado bovino perteneciente a
cinco municipios. El diagndstico de R. ricketsii y R. felis incluyd
la amplificacion del gen de la enzima citrato sintasa del gé-
nero Rickettsia, secuenciacion y comparacion de secuencias
en las bases de datos internacionales y estimacion de la tasa
minima de infeccion. Resultados. Rhipicephalus microplus
fue positiva a Rickettsia felis, mientras que las especies Ambl-
yomma cajennense y Rhipicephalus sanguineus fueron positivas
a Rickettsia ricketsii, y la mayor tasa minina de infeccion fue
de 72.7 por cada | 000 garrapatas. Conclusion. Este es el
primer estudio en México que reporta infeccion de Rickettsia
ricketsii y R. felis en garrapatas colectadas de ganado bovino
en la costa del estado de Chiapas, lo cual indica un riesgo de
salud publica y necesita atencion de las autoridades sanitarias.
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Abstract

Objetive. To identify the presence of Rickettsia ricketsii
and R. felis and estimate the frequency of infection in ticks
infesting cattle on the coast of Chiapas state. Materials
and methods. Two samplings were carried, in October
2021 and in March 2022, which included the extraction of
ticks from cattle belonging to five municipalities. Diagnosis
of Rickettsia ricketsii and R. felis in ticks was performed by
amplification of citrate synthase gene of Rickettsia genus,
fragment sequencing and sequence comparison with global
databases and we calculated the minimum infection rate
(MIR). Results. Rhipicephalus microplus was infected with
R. felis; Amblyomma cajennense, and Rhipicephalus sanguineus
were positive for Rickettsia ricketsii and the highest minimum
infection rate was 72.7 per | 000 ticks Conclusion. This is
the first study in Mexico that reports Rickettsia rickettsii and
R. felis infection in ticks collected from cattle in the coast
of Chiapas State, which indicates a public health risk to be
considered in health programs.
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Las enfermedades humanas transmitidas por garra-
patas pertenecen al grupo fiebres manchadas de las
Montafias Rocosas (SFG por sus siglas en inglés) y son
causadas por bacterias gramnegativas intracelulares
obligadas del género Rickettsia. Los sintomas clinicos de
la infeccion por SFG pueden variar desde leves hasta
potencialmente mortales. Los pacientes con sospecha
de infeccion por SFG normalmente presentan fiebre,
nduseas, vomitos, erupcién maculopapular y ocasio-
nalmente escaras en el sitio de la inoculacién.! Hasta la
fecha, se han descrito mds de 16 enfermedades especi-
ficas transmitidas por garrapatas en humanos y mds de
19 enfermedades transmitidas por garrapatas en ganado
y animales de comparifa.?

Actualmente las rickettsiosis en México forman
parte de las enfermedades sujetas a vigilancia y notifi-
cacién por las autoridades de salud. A nivel nacional,
en los tltimos tres afios se ha presentado un incremento
de 69% de casos por afio. De acuerdo con la Direccién
General de Epidemiologfa, los cinco estados con mayor
incidencia durante 2019 fueron Chihuahua con 39 casos,
Veracruz con 35, Sonora con 24, Nuevo Ledn con 21 e
Hidalgo con 19

De acuerdo con el registro histérico, en el estado de
Chiapas, durante el periodo de 2000 a 2020 se registraron
casos e incidencia atribuibles a fiebre manchada por
Rickettsia rickettsii (A77.0), tifus murino (A75.2) y otras
rickettsiosis (A79.0),* reportando durante el periodo
mencionado un total de cinco defunciones, las cuales
fueron dictaminadas como muertes por tifus no especi-
ficado (A75.9), fiebre maculosa no especificada (A77.9)
y tickettsiosis no especificada (A79.9).* Este contexto
resulta relevante dada la evidencia sobre infecciones
con bacterias del género Rickettsia en humanos, de las
cuales R. rickettsii es la de mayor letalidad, misma que
puede ser transmitida por la picadura de una amplia
variedad de garrapatas a humanos (Dermacentor spp.,
Amblyomma spp. y Rhipicephalus sanguineus).>®

Estudios realizados en 2013 en el estado de Chiapas
demostraron la presencia de R. typhi en garrapatas de
los géneros Amblyomma mixtum y R. sanguineus, captu-
radas de animales y humanos.” Otro estudio publicado
en 2021, mediante el uso de métodos serolégicos, de
aislamiento y moleculares, reporté la presencia de
Rickettsia rhipicephali asociada con R. sanguineus y otra
especie mds de Rickettsia sp. en garrapatas A. mixtum,
Ixodes sp. cf. Ixodes affinis, Pediculus humanus humanus y
R. sanguineus.®

El mayor impacto de las enfermedades transmitidas
por garrapatas se concentra en los animales domésti-
cos, particularmente en el ganado vacuno, en el cual
se reportan severas pérdidas econémicas debido a la
reduccién en la productividad.”!? Para el afio 2013 se
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estimé que las pérdidas econdémicas en la produccién
de leche y carne debido a la infestacién por garrapatas
fue de arriba de 500 millones de ddlares.! Se contempla
el riesgo zoondtico, especialmente en aquellas personas
que realizan actividades relacionadas con el campo o
la ganaderfa, o cuyas viviendas se encuentran cerca de
propiedades agricolas.'?

El objetivo del presente estudio fue identificar la
presencia de Rickettsia ricketsii y Rickettsia felis y estimar
la tasa minima de infeccion de las garrapatas que infes-
tan al ganado bovino en la costa del estado de Chiapas.

Material y métodos

Se realizaron dos muestreos: el primero en octubre de
2021, en época de lluvias, e incluy6 150 ejemplares de
ganado bovino, mientras que el segundo fue en marzo
de 2022, en época de secas, e incluy6 147 ejemplares. El
ganado se selecciond aleatoriamente de 10 ranchos gana-
deros elegidos por conveniencia de los cinco municipios
Tonald) (figura 1). El orden en cual se realizé la extrac-
cién de las garrapatas en cada especie de ganado bovino
fue trazando una linea que pasa en direccién vertical por
la sutura sagital del craneo para fragmentar al cuerpo en
ellado derecho y en el izquierdo; posteriormente, cada
lado se delimit6 en siete regiones anatémicas que com-
prendieron 1: cabeza, 2: cuello, 3: cuarto anterior, 4: largo
barril, 5: cuarto posterior, 6: ubres/pene y 7: testiculos.

Las garrapatas se colectaron manualmente median-
te el uso de pinzas entomolégicas y posteriormente lle-
vadas al laboratorio para ser identificadas a nivel especie
utilizando un estereoscopio (Zeiss Stemi DV4) y claves
taxonomicas."!* Las garrapatas se separaron en funciéon
de la especie, etapa de vida y sexo; se conservaron en
etanol al 70% y se mantuvieron a -20°C posterior a su
identificacion.

El diagnéstico de Rickettsia spp se realizé seleccio-
nando por conveniencia 75 ejemplares de ganado bovi-
nos (15 bovinos por municipio) de los cuales se extrajo
un total de 213 garrapatas. Se formaron pools por especie
de 1a5 garrapatas adultas o de 1 a 10 ninfas. Se realiz6
el lavado de los especimenes con PBS para eliminar el
exceso de alcohol; posteriormente se homogeneizaron
en un mortero de porcelana para obtener un volumen
final de 200 ul, y se extrajo el ADN utilizando el reactivo
DNAzol, siguiendo las instrucciones del fabricante.

Las muestras de ADN de garrapatas se usaron
como molde para la amplificacion del gen citrato sintasa
(gltA) del género Rickettsia mediante una PCR anidada
reportada previamente. Los productos de amplifi-
cacién fueron detectados por fluorescencia en gel de
agarosa de 1.2% con bromuro de etidio. Como control
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positivo se utilizé una alicuota de ADN de R. rickettsii
proporcionadas por el Dr. Gerardo Alvarez Hernandez
de la Universidad de Sonora.

Secuenciacion y analisis de secuencias

Los productos de amplificacién de una muestra positiva
a Rickettsia se purificaron a partir de las bandas recorta-
das de los geles, usando el kit QIAquick Gel Extraction
(Qiagen) y siguiendo las instrucciones proporcionadas
por el fabricante. El ADN amplificado y purificado se
cuantificé en el espectofotémetro de gota NanoDrop
2000. Se enviaron alicuotas de al menos 100 ng de estos
fragmentos a la Unidad de Sintesis y Secuenciacién de
ADN del Instituto de Biotecnologia de la Universidad
Nacional Auténoma de México (UNAM) en Cuernavaca,
Morelos, donde se secuenciaron por el método de Sanger
en un secuenciador automaético de 16 capilares (Applied
Biosystems, modelo 3130xl). Los datos enviados por el
servicio de secuenciacién se compararon con la base de
datos global GenBank utilizando el algoritmo BLAST'®
que permite la comparacién con todas las secuencias
reportadas a la fecha para buscar la mayor identidad o
similitud y asignar la especie a las muestras que resulta-
ron positivas por PCR. Las secuencias se procesaron con
el software Bankit para su registro en el GenBank dispo-
nible en la pagina del Centro Nacional de Informacién
Biotecnoldgica de los Estados Unidos de América (NCBI).

La tasa minima de infeccién (TMI)" se calculd
como muestras de garrapatas positivas a la bacteria por
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especie + nimero total de individuos de esa especie x
1 000. La TMI asume que sélo un individuo infectado
estd presente en un grupo positivo.

Este estudio fue aprobado por la Comisién de Etica
en Investigacion (CEI) del Instituto Nacional de Salud
Ptblica (INSP) (proyecto: 1228).

Resultados

El muestreo de la época de lluvias en el afio 2021 presen-
t6 el mayor niimero de garrapatas (n=2 334) con 54.51%
del total de garrapatas colectadas, en comparacién con la
época de secas (p< 0.049). Se identificaron tres especies
de garrapatas Rhipicephalus microplus con 91.73% (época
delluvias n=2 090, época de secas n=1837), Amblyomma
cajennense con 4.34% (época de lluvias n=181, época de
secas n=5) y Rhipicephalus sanguineus con 3.9% (época de
lluvias n= 63, época de secas n=105), respectivamente.
El 76.57% fueron hembras (n=3 278); 17.51% machos
(n=750) y 5.9% ninfas (n=253). El mayor nimero de
garrapatas se colect6 en el municipio de Tapachula
(27.75%, n=1188), seguido de Mapastepec (26.23%, n=1

y Ciudad Hidalgo (7.63%, n=327), respectivamente.
La prevalencia de infestacién en bovinos fue
mayor en la época de lluvias con 86.86% (n=265/297),
en comparacién con la época de secas. La especie R.
microplus presentd rangos de 66.67 a 100% en los cinco
municipios; le siguié A. cajennense con rangos de 20 al
47.62% en los municipios de Tonald, Mapastepec, Piji-
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jiapan y Tapachula. La especie R. sanguineus se registr6
en el municipio de Tonald y Ciudad Hidalgo con el
55 y 9.52%, respectivamente (cuadro I). Al analizar la
prevalencia de infestacién por regiones anatémicas a
través del andlisis de varianza (ANOVA), se encontraron
diferencias significativas por regién (p = 0.004) en las
regiones 5 (237/265; 89.4%) y 6 (239/265; 90.18%), en
comparacion con las 1, 2, 3 y 4, respectivamente

Se formaron un total de 50 pools para el diagndstico
de infeccién por Rickettsia spp, de los cuales 11 resultaron
positivos. Siete pools de R. microplus presentaron infec-

Tapachula (n=2) Tonald (n=1) y Ciudad Hidalgo (n=1).
Dos pools de R. sanguineus presentaron infeccién a R.
rickettsii en los municipios de Tonald y Tapachula. Dos
pools de A. cajennense presentaron infeccién a R. rickettsii
por especie fue, para R. microplus, de 47.61 por 1 000
garrapatas, R. sanguineus de 117.64 por 1 000 garrapatas
y A. cajennense de 125 por 1 000 garrapatas. El municipio
de Tapachula presento la tasa minima de infeccién mds
alta con 72.7 por 1 000 garrapatas, seguido por Tonald
con 64.5 por 1 000 garrapatas, Ciudad Hidalgo con 25.6

Cuadro |
PREVALENCIA DE INFESTACION EN GARRAPATAS EN
DOS PERIODOS DE COLECTA Y SITIOS DE MUESTREO.
CHiaras, MExico, 2021-2022

Prevalencia de

Periodo de colecta Municipios Eﬁ:ie;tgse infestacion de
garrap garrapatas (%)
R. microplus 100.00
Tonala R. sanguineus 55.00
A. cajennense 20.00
,,,,, R. microplus 66.67
Pijijiapan ;

) A. cajennense 47.62
Octubre-Septiembre R. microplus 8571
2021 Mapastepec -

A. cajennense 2143
R. microplus 95.45
Tapachula -
A. cajennense 29.55
Ciudad R. microplus 85.71
Hidalgo R. sanguineus 9.52
, R. microplus 76
Tonala
R. sanguineus 25
Pijijiapan R. microplus 100
Mapast R. microplus 97.67
apastepec
Febrero-Marzo pastep A. cajennense 232
2022 R. microplus 100
Tapachula -
R. sanguineus 3.33
Ciudad R. microplus 19.04
Hidalgo R. sanguineus 4.76
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garrapatas, respectivamente (cuadro II).

El andlisis visual y el de calidad de los cromato-
gramas permitieron la comparacién de al menos 200
pb con la base de datos global GenBank. Derivado de
este andlisis se obtuvieron homologias y se registraron
las secuencias en GenBank con ntimeros de acceso
(cuadro III).

Discusion
Los Centros para Control y Prevencion de Enfermeda-
des (CDC por sus siglas en inglés) consideran que las
enfermedades rickettsiales representan un problema
de salud publica a nivel mundial por el potencial
zoonGtico.' Estas enfermedades han sido asociadas
con la pobreza, el hacinamiento, las deficientes con-
diciones higiénicas y las modificaciones del paisaje
ecoldgico, las cuales tienen un impacto directo en la
pérdida de hdbitat y biodiversidad. En el ciclo biol6-
gico de las garrapatas, los animales son hospedadores
naturales y el humano es un hospedador accidental.
Existen evidencias de que la infeccién por Rickettsia en
poblacién humana es sostenida por largos periodos en
mamiferos pequefios (marsupiales y roedores) que los
hacen potenciales diseminadores de la infeccién."” En
nuestro pafs, estados de la region norte, centro y sur,
con ayuda de herramientas moleculares, han detec-
tado e identificado la circulacién de R. rhipicephali, R.
parkeri, Candidatus R. andeanae, R. massiliae, y R. rickett-
sii en garrapatas de los géneros Rhipicephalus, Ixodes
y Amblyomma colectadas en perros de zonas rurales
y urbanas®*#y R. typhi colectadas en marsupiales y
roedores.'® El presente estudio es el primer reporte
en México que describe la infeccién con R. rickettsii'y
R. felis en garrapatas de las especies R. saguineous, R.
microplus y A. cajennense colectadas en ganado bovino.
Las caracteristicas ecolégicas del paisaje de la costa
de Chiapas permiten la riqueza de ecosistemas y la
diversidad climdtica, las cuales pueden ser responsa-
bles de que exista una diversidad en la distribucién de
las diferentes especies de garrapatas. Esto crea riesgos
variables de picaduras por determinadas especies en
funcién de la regién geogrifica. Los presentes resul-
tados indican que la distribucién de las especies R.
sanguineus, A. cajennense y R. microplus estd asociada
principalmente con tipos de vegetacién bosque
tropical caducifolio, bosque espinoso y matorral xe-
r6filo.?® La actividad econémica de mayor relevancia
en la costa de Chiapas es la agropecuaria. En este
estudio se pone de manifiesto el posible riesgo a la
salud humana de mds de 700 000 personas, la mitad
de ellas habitantes de zonas rurales y con una mayor
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Cuadro Il

TAsA MINIMA DE INFECCION POR RICKETTSIA SPP EN GARRAPATAS COLECTADAS EN CINCO
MUNICIPIOS DE LA cosTA DE CHiapas. MExico, 2021-2022

Tasa minima de

Municipio Especie de garrapata Etapa de desarrollo N?}\ﬁf gggzzlijas ;{l) g;.g\:::’ngclg infeccion ( 'I"MI)
por municipio
Hembra adulto 22(7) 0
Rhipicephalus microplus ~ Macho adulto 10(2) 0
Mapastepec Ninfa 0 0 0
Hembra adulto I(1) 0
Amblyomma cajennense  Macho adulto I(1) 0
Ninfa 0 0
Hembra adulto 43(7) 3
Rhipicephalus microplus ~ Macho adulto 0 0
Pijijiapan Ninfa 0 0 18.8
Hembra adulto 5(2) 0
Amblyomma cajennense  Macho adulto 5(1) |
Ninfa 0 0
Hembra adulto 25(7) 0
Rhipicephalus microplus ~ Macho adulto 0 0
Ninfa 19(4) 2
Hembra adulto 5(1) 0
Tapachula Rhipicephalus sanguineus  Macho adulto 2(1) | 727
Ninfa 0 0
Hembra adulto 4(1) |
Amblyomma cajennense  Macho adulto 0 0
Ninfa 0 0
Hembra adulto 21(4) |
Rhipicephalus microplus ~ Macho adulto 0 0
Tonala Ninfa 0 0 64.5
Hembra adulto 0 0
Rhipicephalus sanguineus ~ Macho adulto 10(3) |
Ninfa 0 0
Hembra adulto 39(8) |
Ciudad Hidalgo Rhipicephalus microplus ~_Macho adulto 0 0 25.6
Ninfa 0 0

Cuadro 11l

ANALISIS DE SECUENCIAS OBTENIDAS POR SECUENCIACION DE SANGER DE LOS PRODUCTOS AMPLIFICADOS.
CHiaras, MExico, 2021-2022

Muestralorigen Secuencia comparada Especies con las que muestra identidad % No. acceso a GenBank
Rhipicephalus microplus/Pijijiapan 214 pb 98.6 Rickettsia felis OP 793799
Rhipicephalus sanguineus/ Tonala 282 pb 99.65 Rickettsia rickettsii OP793800
Amblyoma cajennense/ Tapachula 282 pb 99.29 Rickettsia rickettsii OP793801
Rhipicephalus microplus/Ciudad Hidalgo 272 pb 95.24 Rickettsia felis OP793802

Se obtuvieron lecturas de buena calidad en al menos 200 pb de cada fragmento, se compararon con las secuencias contenidas en GenBank y se obtuvieron
porcentajes altos de identidad para los mismos genes en dos especies de Rickettsia. Se asignaron esas especies a las muestras de donde se amplificaron esos

fragmentos.
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exposicion a las garrapatas. Adicionalmente a las
caracteristicas ecolégicas que contribuyen a la abun-
dancia de garrapatas, la costa del estado de Chiapas
ha registrado diversas enfermedades zoonéticas como
circulacion de virus del Nilo Occidental, asociado
con la migracién de aves provenientes del norte y
sur de los Estados Unidos,” lo cual puede favorecer
la dispersién de los microorganismos asociados con
las mismas y con garrapatas. Las aves pueden estar
implicadas en la dispersién de patégenos por tres
mecanismos: 1) dispersién mecdnica, actuando como
un vehiculo del microorganismo, sin amplificarlo; 2)
dispersion bioldgica, actuando como amplificadores o
reservorios de los mismos; y 3) dispersién de vectores
o reservorios, transportando ectopardsitos hematéfa-
gos capaces de vehicular y transmitir los microorga-
nismos.*’ Son estos dos tiltimos mecanismos los que
tienen importancia en la dispersién de enfermedades
transmitidas por garrapatas.’! Las aves pueden ser
parasitadas por gran diversidad de especies y esta-
dios de garrapatas. Muchas especies de argédsidos o
garrapatas blandas, y algunas especies de ixédidos,
cuentan con las aves entre sus hospedadores.’> Algu-
nos autores han sugerido que las aves pueden actuar
como reservorios de algunas especies de Rickettsia.
Ludgren y colaboradores® demostraron la persisten-
cia de infeccién por R. rickettsii, bacteria responsable
de la fiebre manchada de las Montafias Rocosas, du-
rante al menos 10 dfas en pollos, faisanes y palomas.
Existen vacios de informacién en los reportes sobre la
distribucién y abundancia de reservorios y vectores de
Rickettsia, lo que dificulta realizar una estimacién de
indicadores de importancia en entomologia médica.
En el presente trabajo se realizaron dos muestreos
que permiten comparar la prevalencia de infeccién
y estimar la tasa minima de infeccién en las especies
de garrapatas encontradas en el ganado bovino. Estos
indices se pueden proponer como indicadores para la
evaluacion de los programas de vigilancia y control.

Conclusiones y recomendaciones

El hallazgo de la circulacion de las especies de Rickett-
sia con potencial de causar enfermedades serias en la
poblacién humana pone de manifiesto la necesidad de
implementar un programa de vigilancia para este tipo
de infecciones. El presente grupo de trabajo ha mostrado
que la prueba molecular tiene una alta especificidad para
la deteccion de las infecciones en garrapatas y serfa una
forma muy apropiada de hacer el diagnéstico de manera
local, en colaboracién con las autoridades sanitarias
encargadas de los programas de control.
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Actualmente el programa de salud nacional de
Meéxico contempla esta problemadtica con mayor serie-
dad, emitiendo en respuesta el Programa de Accién
Especifico de Prevencién y Control de Enfermedades
Zoon6ticas y Emergentes 2020-2024,%* mediante el
cual se recomienda la implementacién de acciones de
investigacion operativa para la vigilancia de las garra-
patas. Estas actividades son de suma importancia en la
costa del estado de Chiapas debido a que se podrian
estar confundiendo casos de rickettsiosis con otras en-
fermedades transmitidas por vector dada la similitud
de sintomas (p.e. dengue), situacién que es comun en
aquellos estados con transmisién frecuente.
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