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ABSTRACT

Rickettsia spp. in ticks (Acari: Ixodidae) infesting dogs from a rural community
with rickettsial diseases reports, Yucatan, Mexico.

Introduction. Bacteria of the Rickettsia genus are causal agents of the
rickettsial diseases, zoonoses transmitted by ectoparasites. In Yucatan, in
inhabitants from Bolmay an outbreak occurred; however, the probable
vector was not identified.

Objective. To analyze the Rickettsia spp. presence in ticks infesting
domestic dogs from Bolmay.

Material and methods. We used 105 vials with up to eight ticks. Total
DNA from the ectoparasites was extracted, after the identification of the life
stages, sex, gender, and species. Two PCR to isolate fragments of the htrA4
(17-kDa) and rOmpB genes belonging to Rickettsia spp., were performed.
The positive products were sequenced and analyzed using the BLAST tool
and the Megablast algorithm.

Results. 291 ticks of the genera Amblyomma (55.7%, 162/291),
Rhipicephalus (34%, 99/291), and Ixodes (10.3%, 30/291), and the species
Rhipicephalus sanguineus sensu lato, Ixodes affinis, and Amblyomma
mixtum, were used. The PCR positivity was 11.4% (12/105) for the
genera Amblyomma (66.7%, 8/12), Rhipicephalus (25%, 3/12), and
Ixodes (8.3%, 1/12), and the species A. mixtum, Rh. sanguineus s. I., and 1.
affinis. Rickettsial DNA in nymph, larva, adult, males, and females, were
identified. Each BLAST analysis showed an identity and coverage of 96%
with several Rickettsia spp. sequences, such as Rickettsia typhi, Rickettsia
felis and Rickettsia prowazekii, so it was not possible to determine the
infecting species.
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Conclusion. Ticks infesting dogs from Bolmay are probably
involved in the transmission cycle of Rickettsia spp. The first
molecular evidence of Rickettsia spp. in 1. affinis ticks from
Yucatan, Mexico, is presented.

RESUMEN

Introduccion. Las bacterias del género Rickettsia son
agentes causales de las rickettsiosis, enfermedades
zoondticas transmitidas por ectoparasitos. En Yucatan,
ocurrio un brote en habitantes de Bolmay, Valladolid; sin
embargo, no se identifico el probable artropodo vector.
Objetivo. Analizar la presencia de Rickettsia spp. en
garrapatas que infestan perros domésticos de Bolmay.
Material y métodos. Se trabajaron 105 viales con hasta
ocho garrapatas. Se extrajo ADN de los ectoparasitos,
posterior a la identificacion del estadio de desarrollo
vital, sexo, género y especie. Se realizaron dos PCR para
aislar fragmentos de los genes htrd (17-kDa) y rOmpB,
pertenecientes a Rickettsia spp. Los productos positivos
fueron secuenciados y analizados con la herramienta
BLAST y el algoritmo Megablast.

Resultados. Se utilizaron 291 garrapatas de los géneros
Amblyomma (55.7%, 162/291), Rhipicephalus (34%,
99/291) e Ixodes (10.3%, 30/291), y las especies
Rhipicephalus sanguineus sensu lato, Ixodes affinis y
Amblyomma mixtum. La positividad por PCR fue de
11.4% (12/105) para los géneros Amblyomma (66.7%,
8/12), Rhipicephalus (25%, 3/12) e Ixodes (8.3%,
1/12), y las especies A. mixtum, Rh. sanguineus s. l. ¢ I.
affinis. Se identific6 ADN rickettsial en ninfas, larvas,
adultos, machos y hembras. Cada analisis BLAST arrojo
un 96% de cobertura e identidad con varias secuencias
de Rickettsia spp. como Rickettsia typhi, Rickettsia
felis y Rickettsia prowazekii, por lo que no fue posible
determinar la especie infectante.

Conclusion. Las garrapatas que infestan perros de
Bolmay, probablemente estan involucrados en el ciclo
de transmision de Rickettsia spp. Se presenta la primera
evidencia molecular de Rickettsia spp. en garrapatas 1.
affinis de Yucatan, México.

INTRODUCCION

Las garrapatas son consideradas entre los
vectores mas importantes de agentes patogenos
que afectan tanto a seres humanos como a
animales. En comparacion con otros artropodos,
estos ectopardsitos son capaces de transmitir
virus, bacterias y protozoarios, siendo ademas los
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principales reservorios naturales de varios de ellos
(1). De todas las enfermedades que trasmiten,
las mas relevantes son las fiebres rickettsiales o
rickettsiosis, infecciones sistémicas de compromiso
prominente del endotelio vascular que producen
gravedad variable, algunas potencialmente fatales
como el tifus murino o epidémico y la fiebre
manchada de las Montafas Rocosas (2).

Las rickettsiosis son ocasionadas por bacterias
cocobacilos, gram negativos de asociacién obligada
con las células eucariotas, pertenecientes al género
Rickettsia, orden Rickettsiales, familia Rickettsiaceae
(3). Estos microorganismos no se transmiten
directamente entre humanos, por lo que la infeccion en
vertebrados susceptibles ocurre por la inoculacion de
secreciones glandulares salivales o la autoinoculacion
de las heces de los ectoparasitos vectores, depositadas
sobre la piel o pelaje de los hospederos (4).

Con respecto a las diferencias serologicas,
epidemiologicas y caracteristicas de crecimiento
intracelular, el género Rickettsia se divide en:
1) grupo de la fiebres manchadas, en el cual se
encuentran Rickettsia rickettsii, Rickettsia conorii 'y
Rickettsia peacockii, entre otras especies; 2) grupo
tifo, conformado por Rickettsia typhi y Rickettsia
prowazekii; 3) grupo transicional, formado por
Rickettsia felis y Rickettsia akari; y 4) grupo
ancestral, que incluye a Rickettsia canadensis y
Rickettsia bellii (2).

En México, particularmente en la Peninsula de
Yucatan, se han registrado numerosos casos de
fiebres rickettsiales en seres humanos ocasionados
por distintas especies: Zavala-Castro et al. (5,
6), hallaron tifo murino provocado por R. typhi.
Asimismo, Zavala-Velazquez et al. (7) y Zavala-
Castro et al. (8), reportaron la infecciéon con R.
felis. Ademas, Zavala-Castro et al. (9, 10) y Lugo-
Caballero et al. (11), describieron infecciones con
R. rickettsii. Finalmente, Zavala-Castro et al. (12),
notificaron un par de casos originados por R. akari.
Aunque todas estas rickettsias son transmitidas
por ectopardsitos artropodos, en Meéxico y
particularmente en la peninsula de Yucatan, son
escasas las investigaciones que determinan su
posible participacion en el ciclo de transmision (13).
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En mayo y junio de 2010, se present6 un brote de
fiebre rickettsial en habitantes de la comunidad rural
y vulnerable de Bolmay, Yucatan, México (Area de
Epidemiologia de la Jurisdiccion Sanitaria nimero
2 de los Servicios de Salud de Yucatan [SSY], datos
no publicados). Adicionalmente, Martinez-Ortiz et
al. (14), identificaron (con pruebas moleculares) la
infeccion con R. typhi en sangre de perros domésticos
de dicha comunidad; sin embargo, no se determin6
la circulacion de Rickettsia spp. en los artropodos
presentes en esta.

El objetivo del presente estudio es analizar la
presencia de Rickettsia spp. en garrapatas que
infestan perros domésticos de Bolmay.

MATERIALY METODOS

Bolmay, Yucatan, @ México  (20°32’56”N
-87°56°04”W), tiene un clima tipo AwO0 (célido
subhtimedo con lluvias en verano) y una temperatura
media anual de 36 °C. La vegetacion dominante es
selva baja caducifolia con algunas areas de pasto
forrajero y distintos arboles frutales u ornamentales.
El uso de suelo es principalmente para actividades
agropecuariasy secundariamente para asentamientos
urbanos. Ademas, es comuUn observar numerosos
perros y gatos sin duefio, asi como diversos grados
de pobreza, abundantes desperdicios organicos e
inorganicos, carencia de medidas de higiene y de
servicios basicos como energia eléctrica, alumbrado
publico y agua potable (14).

La recoleccion de ectoparasitos se realizd en los
meses de mayo y junio de 2014. La manipulacién
de los perros fue realizada por médicos veterinarios
con el consentimiento y en presencia de los duefios,
bajo condiciones minimas de estrés y siguiendo
especificaciones nacionales (NOM-062-Z00-1999).
La inspeccion dur6 entre 10 y 15 minutos por animal.

Las garrapatas se recolectaron de 95 perros,
seleccionados por conveniencia, en la localidad
de estudio, con ayuda de peines para separar el
pelo y pinzas de diseccion para conservar integro
el hipostoma, segin la metodologia expuesta por
Solis-Hernandez et al. (15).

Los ejemplares recolectados fueron colocados
y embebidos en alcohol absoluto en viales
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para microcentrifuga de 1.5 ml (Eppendorf®,
Hamburgo, Alemania) para su conservacion y
traslado a la Unidad Colaborativa para Bioensayos
Entomoldgicos (UCBE) del Campus de Ciencias
Biologicas y Agropecuarias (CCBA)-Universidad
Autoénoma de Yucatan (UADY) para el registro del
estadio de desarrollo vital (ninfa, larva o adulto),
sexo (macho o hembra), género y especie.

Cada ectoparasito se identifico con las guias
taxonémicas para ectoparasitos reportados en
México y América (16-19), con ayuda de un
estereoscopio convencional (Motic®, Columbia
Britanica, Canada).

Las garrapatas fueron agrupadas en viales con
hasta ocho ejemplares extraidos del mismo perro,
pertenecientes a la misma especie y estadio de
desarrollo vital. Desafortunadamente, debido a
la alta infestaciéon y el tiempo limitado para la
exploracion de los perros, no fue posible recolectar
las pulgas observadas.

De cada uno de los viales se extrajo ADN total
(utilizando el ectoparasito entero) con el estuche
comercial DNA Mini-Kit (QIAGEN®, Hilden,
Alemania),segunlasespecificacionesdel fabricante. La
extraccion final se cuantificd en un espectrofotometro
(NanoDrop2000®; Thermo Scientific™, Maryland,
Estados Unidos) y posteriormente se conservo a -20
°C hasta su empleo en las pruebas PCR.

Para la identificacion de ADN rickettsial se
realizaron dos PCR. La primera de ellas se ejecutd
para amplificar un segmento del gen /tr4 antigénico
(17-kDa), altamente conservado en todas las especies
de Rickettsia (20). Para esta reaccion se utilizaron
los cebadores propuestos por Webb et al. (21):
17kD1  (5°-GCTCTTGCAACTTCTATGTT-3") y
17kD2 (5-CATTGTTCGTCAGGTTGGCG-3’), que
amplifican un tamafio de 434 pb. Posteriormente, con
lafinalidad de aumentar la sensibilidad, se emplearon
los cebadores descritos por Schriefer et al. (22):
17kN1 (5’-CATTACTTGGTTCTCAATTCGGT-3’)
y 17kN2 (5-GTTTTATTAGTGGTTACGTAA-3),
que codifican una region inmersa en el mismo
fragmento con un tamafio de 232 pb.

Adicionalmente, se llevo a cabo una PCR de punto
final para identificar un fragmento del gen rOmpB
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perteneciente al género Rickettsia (23). En esta
reaccion se usaron los oligonucledtidos propuestos
por Peniche-Laraet al. (24): Rp.330(2) (5-ATGGCTT
CAAAA ACCAAATTTTCTAA-3’) y Rp. 330(2)
(5-GCTCT ACCTGCTCCATTATCTGTACC-3),
los cuales amplifican un fragmento de 990 a 1000 pb.

Todas las reacciones incluyeron control positivo
(ADN de cultivo de R. parkeri) y negativo (agua
estéril). La electroforesis de todos los productos de
PCR se realizd en geles de poliacrilamida al 8 %,
tefiidos con bromuro de etidio. La visualizacion final se
hizo en un fotodocumentador (Bio-Rad®, California,
Estados Unidos).

Los productos positivos de htrA se purificaron con
el estuche comercial QIAquick® PCR Purification
(QIAGEN®, California, Estados Unidos), de acuerdo
con las especificaciones del fabricante y fueron enviados
para secuenciacion al Instituto de Biotecnologia (IBT)
de la Universidad Nacional Autéonoma de México
(UNAM).

Las secuencias obtenidas fueron alineadas con
el programa MEGA version 6.0 y posteriormente
analizadas con la herramienta BLAST, para determinar
los porcentajes de cobertura e identidad con secuencias
previamente depositadas en el GenBank, utilizando el
algoritmo Megablast.

RESULTADOS

Se recolectaron un total de 291 garrapatas en 95
perros domésticos, pertenecientes a tres géneros:
Amblyomma (55.7%, 162/291), Rhipicephalus (34%,
99/291) e Ixodes (10.3%, 30/291), y a tres especies:
Rhipicephalus sanguineus sensu lato, Ixodes affinis y
Amblyomma mixtum. De los perros muestreados, 69
(72.6%, 69/95) presentaron infestaciones severas con
garrapatas de diferentes géneros, especies, sexos y
estadios de desarrollo vital.

Se recolectaron individuos de los tres estadios de
desarrollo vital: ninfas (49.8%, 145/291), larvas (6.9%,
20/291) y adultos (43.3%, 126/291) y de ambos sexos:
hembras (38.9%, 49/126) y machos (61.1%, 77/126).

A la exploracion fisica, ninguno de los perros
evidencio signos clinicos compatibles con rickettsiosis,
aunque la mayor parte de ellos presentaron alergias por
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picadura de ectoparasitos, asi como diversos grados de
desnutricion o abandono.

Los ectoparasitos colectados se agruparon en 105
viales. Doce (11.4%, 12/105) resultaron positivos
para cualquiera de los genes de Rickettsia spp., seis
(50%, 8/12) unicamente para htrA, cuatro (33.3%,
4/12) solamente para rOmpB y dos (16.7%, 2/12) para
ambos. Al menos un vial con cualquiera de los géneros
(Ixodes, Amblyomma o Rhipicephalus) encontrados
en el presente estudio fue positivo para algin gen. Las
especies positivas fueron Rh. sanguineus s. I., A. mixtum
e 1. affinis. De igual forma, la infeccion se detectd en
larvas, ninfas, adultos, machos y hembras (Cuadro 1).

El analisis de alineamiento de cada secuencia
obtenida arroj6 96% de identidad y cobertura para
distintas secuencias de especies patogenas, entre
ellas R. typhi (acceso GenBank KC469609.1), R.
felis (acceso GenBank CP000053.1) y R. prowazekii
(acceso GenBank AY570301.1), por lo que no fue
posible determinar la especie infectante. Asimismo,
dicho andlisis no mostrd secuencias pertenecientes
a rickettsias simbiontes no patogénicas para seres
humanos o animales.

DISCUSION

Nuestros resultados sugieren la participacion de las
garrapatas en los ciclos de transmision de las fiebres
rickettsiales en habitantes y animales domésticos de
la comunidad de estudio. Los hallazgos positivos
para los fragmentos de los genes htrA (17-kDa) y
rOmpB, demuestran que Rickettsia spp. circula en
algunas especies de garrapatas recolectadas en el
presente estudio, reforzando ademas la asociacion
de estos artropodos en el mantenimiento de las
rickettsiosis en ambientes rurales, tanto en seres
humanos como en animales (25).

Los géneros y especies de garrapatas presentes en
estainvestigacion han sido previamente identificadas
en Yucatan, México (16-19, 26). Como ya se ha
demostrado, Amblyomma y Rhipicephalus (los
géneros mas numerosos), parasitan habitualmente
perros domésticos en medios rurales (27), aunque
Rh. sanguineus s.I. circula también en condiciones
urbanas, dependiendo de factores como el clima,
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CUADRO 1

Estadio de desarrollo vital, sexo, género y especie de las garrapatas recolectadas en perros de Bolmay, Yucatan, que resultaron

positivos a los genes de Rickettsia spp.

Genes de Rickettsia spp.

ID  Numero de Estadio de Sexo Género Especie htrd rOmpB
Vial ejemplares desarrollo vital
1 2 Ninfa Amblyomma - +
8 6 Larva Rhipicephalus Sanguineus + -
14 7 Larva Amblyomma - +
26 2 Ninfa Amblyomma + -
35 2 Adulto Macho Rhipicephalus Sanguineus - +
40 4 Ninfa Amblyomma + -
44 1 Adulto Hembra  Amblyomma mixtum - +
52 2 Adulto Hembra  Rhipicephalus Sanguineus + +
66 8 Larva Amblyomma + -
67 3 Ninfa Amblyomma +
69 8 Ninfa Amblyomma + -
102 3 Adulto Macho Ixodes Alffinis + +

ID: identificacion

+: positivo

-: negativo

el namero de hospederos y la geografia, entre
otros (28). Por su parte, el género Ixodes infesta
habitualmente animales en contacto con ambientes
silvestres o peri-domésticos (29) e identificarlo en
perros de comunidades rurales en Yucatan, se debe
principalmente a que algunas veces son utilizados
en actividades como la caceria de subsistencia (27).

De las garrapatas recolectadas en este estudio,
particularmente el complejo Amblyomma spp.,
ha sido descrita como positiva a Rickettsia spp.
(30); no obstante, los ejemplares se tomaron de
ganado bovino procedente de distintos ranchos de
Yucatan. Por otro lado, Zavala-Velazquez et al.
(31), colectaron ejemplares de Amblyomma spp. y
Rh. sanguineus s.l. que parasitaban perros, pero no
obtuvieron evidencia molecular de la infeccion con
Rickettsia spp.

En el trabajo de Dzul-Rosado et al. (32), se reportod
la presencia de R. typhi en seis ejemplares adultos
de Rh. sanguineus s.l., que infestaban perros en
una comunidad rural con historial de enfermedades
rickettsiales en sus habitantes. Asimismo, Braga-
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Ordonez et al. (33) y Peniche-Lara et al. (34),
detectaron ADN de R. rickettsiien Rh. sanguineus s. l.
recolectadas de perros provenientes de comunidades
rurales del estado de Yucatan. Con referencia a estos
hallazgos, se concluye que la presente es la primera
evidencia molecular de la infeccion con Rickettsia
spp. en garrapatas /. affinis recolectadas en Yucatan.
La presencia de garrapatas positivas en perros
domésticos infectados con Rickettsia spp. ya ha sido
documentada en la region (14, 35), por lo que estos
ectoparasitos también representan un posible factor
de riesgo para la transmision Rickettsia spp. a otros
animales domésticos, debido a su notable capacidad
para parasitar numerosas especies de hospederos
susceptibles, incluidos los seres humanos (26, 36).
Rhipicephalus sanguineus s.l. es la garrapata mas
distribuida en Yucatan, incluso ha sido recolectada de
habitantes accidentalmente parasitados es distintas
comunidades (26), por lo que generalmente esta
asociada con poblaciones de perros en cercania con
ellos (32, 37). Aspecto que pudo contribuir para que
las personas de la comunidad de estudio enfermen
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de rickettsiosis; no obstante, esta hipotesis no pudo
ser demostrada, aunque en un estudio previo, se ha
documentado la presencia de R. fyphi en garrapatas
del género Rhipicephalus (32).

Por su parte, 1. affinis generalmente no parasita
seres humanos (38); sin embargo, ocasionalmente
ha sido identificada en personas y perros de
Yucatan (26, 39). Caso similar con 4. mixtum, la
cual ha sido descrita en perros de una comunidad
del Estado(26). Por otra parte, las garrapatas del
complejo Amblyomma spp. (positiva en el presente
estudio) han sido reconocidas como los vectores mas
relevantes en el ciclo de transmision de R. rickettssi
en paises sudamericanos como Argentina, Brasil y
Colombia, reportandose como la mas frecuente en
parasitismos accidentales de seres humanos (40).

El hallazgo de la probable circulacion de rickettsias
patogenas en garrapatas /. affinis y Rh. sanguineus s.
/. es doblemente relevante, debido a que previamente,
Solis-Hernandez y colaboradores, detectaron la
infeccion con Borrelia burgdorferi sensu lato, agente
causal de la enfermedad de Lyme o borreliosis (que
afecta a seres humanos y animales), en ejemplares
recolectados de perros de una comunidad rural de
Yucatan, México. Asimismo, los perros infestados
presentaron evidencia molecular de infeccion, por
lo que el riesgo potencial para la transmision de
estos agentes etiologicos a las poblaciones humanas
es alto, debido al estrecho contacto entre estos
animales, sus ectoparasitos y las personas.
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