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RESUMEN
“ANALISIS ESPACIO TEMPORAL DE FIEBRE MANCHADA EN CIUDAD JUAREZ,
CHIHUAHUA”
Elaborado por:

Ernesto Irarragorri Rivas

El ciclo de vida de Rickettsia spp. incluye la infeccién en mamiferos y artrépodos vectores, lo cual
puede ser alterado por el ambiente. Con el objetivo de evaluar espacial y temporalmente la
epizootiologia de la Fiebre Manchada (FM) en Ciudad Juérez, se realiz6 un muestreo aleatorio
mediante una encuesta en 28 clinicas veterinarias durante cuatro etapas del afio (1% Etapa: oct-
nov/2018; 2% Etapa: ene-feb/2019; 3@ Etapa: abr-may/2019 y 4% Etapa: jul-sep/2019) para realizar el
diagndstico molecular amplificando el fragmento OmpA; en perros de compafiia (n=318) y pools de
Rhipicephalus sanguineus (n=58) presentes en los perros. La geolocalizacion fue realizada en el
programa ArcMap (ArcGIS v10.3, Esri, U.S.A), utilizdndose una elipse de desviacion estandar y los
indice del vecino mas préoximo y Morans del programa ArcMap (ArcGIS v10.3, Esri, U.S.A) para
calcular tendencia y distribucion del patégeno y su vector, asi como la herramienta de IDW (IDW,
por sus siglas en inglés: Inverse distance weighting) para el disefio de mapas de riesgo a FM. Mediante
el programa SAS se realizo la prueba de X2y la regresion logistica. La prevalencia de R. sanguineus
en perros de compafiia fue del 12.50 % con una asociacion (P<0.05) entre la etapa y la prevalencia.
Los machos adultos de R. sanguineus se hallaron con mayor frecuencia, y el mayor porcentaje de
estadios ninfales fue obtenido en las etapas célidas. La prevalencia general de FM en perros
domésticos fue del 22.01 % alcanzandose la mayor prevalencia estacional en la 3 Etapa con 29.90
% (29/97). No se encontraron diferencias (P>0.05) entre la prevalencia y la etapa. Solo se encontraron
como factores de riesgo (P<0.05) la no desparasitacion de los perros y la edad (menor de 5 afios). La
FM en perros se encuentra dispersa (P<0.05), sugiriendo la influencia de factores especificos. Las
zonas de riesgo a FM segun la prevalencia son el Noreste (con <11 °C) y el Sureste (con >25 °C). R.
sanguineus presenta una tendencia hacia el Oeste con méaximas de 22 °C, ampliandose hacia el Este
con mas de 25 °C. Las etapas mas calidas del afio presentan una mayor prevalencia de FM en perros
y en pools. La prevalencia de R. sanguineus es de 12.50 % y estacionalmente del 4.82%, 3.85%, 17.53
% y 19.77 % para la 12, 2% 32y 4% Ftapa, respectivamente. La prevalencia de FM en perros
domeésticos fue del 22.01 % y del 82.54 % en pools de R. sanguineus, con maximas estacionales en
la 3 y 4% Etapa. La no desparasitacion y la edad inferior a los 5 afios son los factores de riesgo

existentes En Ciudad Juérez, la FM se encuentra dispersa en toda la mancha urbana.

Palabras clave: Rickettsia spp., Rhipicephalus sanguineus, Factores de riesgo, Zonas de riesgo.
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Endolitico

Idiosoma

Rickettsemia

Superfecundacion

Superparasitismo

Transovarica

Transestadial

GLOSARIO

Organismo que Vvive dentro de una vivienda o sito especifico.

Saco que conteniendo en su interior el canal alimentario del parasito.

Infeccién causada por Rickettsias

Los 6vulos de una hembra en un mismo ciclo, son fecundados por
espermatozoides de diferentes machos.

Cuando un parésito es parasitado por otro parasito.

Se transmite a su descendencia.

Se transmite entre diferentes estadios.



1. INTRODUCCION

La Fiebre Manchada es un sindrome hemorragico febril causado por bacterias intracelulares del
género Rickettsia, conformado por un grupo de 24 especies, de las cuales 16 producen procesos
patologicos, y se encuentran distribuidas por muchas partes del mundo. La aparicién de esta patologia
siempre ha sido asociada a determinantes ambientales, asi como factores socioculturales de cada pais,
constituyendo una situacion peligrosa para la salud publica mundial, ya que pueden afectar a varios
sectores de la poblacién, por las dificultades que caracterizan su diagnostico y por los altos indices de
letalidad y mortalidad, cuando no existe una intervencion temprana en el tratamiento (La Scola et al.,
1997; Labruna et al., 2004; Didier y Philippe, 2007).

Dentro del grupo de bacterias causantes del sindrome Fiebre Manchada (FM) se puede citar a
Rickettsia rickettsii como la de mayor importancia epidemiolégica. Esto se debe a los altos indices de
letalidad que presenta en humanos, especialmente dentro del grupo etario de 5 a 9 afios. La infeccion
por estos patdgenos se debe principalmente a la mordedura de varias especies de garrapatas duras
(Riveraetal., 2013; Field et al., 2015).

La Fiebre Manchada fue reportada por primera vez en los Estados Unidos de Ameérica,
especificamente en las Montafias Rocosas y por lo cual recibi6 el nombre de la Fiebre Manchada de las
Montafias Rocosas (FMMR) (Thorner et al., 1998; Labruna, 2009). En México, se han presentado
apariciones imprevistas de casos a través de la historia; en Mexicali, Baja California, fue detectado un
brote con varias defunciones en el afio 2009 donde fue posible comprobar la transmision este patdgeno
por el ectoparasito de la especie Rhipicephalus sanguineus (Bustamante, 2010; Eremeeva et al., 2010).
En el 2012, se envia un aviso a todas las unidades estatales de vigilancia epidemioldgica del pais por un
aumento de los casos de Rickettsiosis en Coahuila por parte del CONAVE (Comité Nacional de
Vigilancia Epidemioldgica). Después de emitido este aviso se inician las acciones epidemioldgicas en
contra de esta enfermedad, sobre todo en los reportes semanales de casos y defunciones en los estados
de Sonora, Sinaloa, Coahuila, Nuevo Le6n y Baja California, estados vecinos de Chihuahua donde la
Rickettsiosis se considera una enfermedad endémica (DGE, 2014). A su vez, en el propio 2012, se
reportaron en el estado de Chihuahua 30 casos sospechosos de los cuales fueron confirmados seis (20
%) casos de Rickettsiosis: tres de Cd. Juérez, dos de Chihuahua Capital y un caso de Guachochi. En el
afio 2014, se notificaron cinco casos sospechosos de Rickettsiosis en el estado de Chihuahua, de los
cuales, seguin SSA (2014), tres casos fueron confirmados, y en el propio afio 2014 la Secretaria de Salud

del Estado de Chihuahua reportd seis infantes sospechosos de Rickettsiosis, con antecedentes de
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mordedura de garrapata, de los cuales tres fallecieron y solo dos tuvieron diagnésticos confirmados, lo

gue demuestra los elevados indices de letalidad con que cuenta esta enfermedad ( DGE, 2012, 2014).

La DGE (2016b, 2016a, 2017, 2018) en el estado de Chihuahua, entre 2016 y 2018 reporté mediante
sus boletines semanales SINAVE (Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiol6gica) un total de 44 casos
de Fiebre Manchada con una media de 15 casos por afio. Especificamente, en los afios 2017 y 2018 se
reportd un aumento en la frecuencia diagnostica de Fiebre Manchada de cuatro veces con respecto a los
afios precedentes (DGE, 2017 y 2018).

A pesar de que Ciudad Juarez no es considerada una zona endémica de R. rickettsii, en un estudio
realizado por Castafién (2016) en los periodos de otofio-invierno, el 29.85 % de las muestras de perros
y el 9.52 % de R. sanguineus analizadas mediante diagnoésticos moleculares, fueron positivas a R.
rickettsii. Estos resultados hacen necesaria la implementacion de acciones de deteccion, prevencion y
control, en donde la vigilancia epidemioldgica ocupa un papel primordial en el territorio, debido al
escaso conocimiento del perfil epidemioldgico, la historia natural de la enfermedad, asi como la falta
de procedimientos especificos para la deteccion y estudio de Rickettsiosis.

Los estudios epidemiol6gicos realizados con perros indica exposicion del hombre segun el
diagnostico en los canidos, razon por la cual se utilizan como centinelas de enfermedades como la FM
(Chomel, 2011). Por este motivo, también resulta esencial el estudio de las garrapatas que se encuentran
parasitando a los perros, lo cual confirma la circulacion de los patgenos en el vector y reservorio de
esta patologia en la zona, permitiendo inferir la relacion entre el diagndstico positivo del animal y el
hombre (Lado, 2015).

Derivado de lo anterior y debido a que la mayor parte de la informacién sobre Rickettsiosis en
Meéxico es distribuida por la DGE en sus boletines semanales (DGE, 2017). Aunado lo anterior a los
diagnésticos positivos de FM en Chihuahua y especificamente en Ciudad Juarez desde el 2014, asi
como las prevalencias de Rickettsiosis pertenecientes al GFM encontradas en el vector y perros
condicion calle, se hace cada vez méas necesario evaluar espacial y temporalmente la epizootiologia y

los factores de riesgo de la Fiebre Manchada en Ciudad Juarez, Chihuahua.



2. REVISION DE LITERATURA

2.1. Generalidades del Sindrome Fiebre Manchada

Histéricamente, y segun la region en que se ha presentado la Fiebre Manchada, han sido muy
diversas las sinonimias utilizadas para denominar a este sindrome febril hemorragico causado por
bacterias del género Rickettsia que pertenecen al Grupo de las Fiebres Manchadas (GFM). Segun Llop
(2001), dentro de los principales nombres con que se le conoce esta patologia, se encuentran: Fiebre
Manchada de las Montafias Rocosas (FMMR) y Fiebre por Garrapatas. En varios paises del continente
americano también se le llama Fiebre por Mordedura de Garrapata del Nuevo Mundo, Fiebre Manchada
de Brasil (FMB), Fiebre por Garrapata de San Pablo o Fiebre Petequial y Fiebre de Tobia en Colombia.
Especificamente, en Norteamérica, simplemente se le llama Fiebre Manchada (FM) en la mayor parte

de las regiones en que se presenta esta patologia.

Este sindrome hemorragico-febril tiene una etiologia bacteriana, siendo el microbio R. rickettsii
quien ha sido identificado con mayor frecuencia en pacientes diagnosticados con esta patologia. A su
vez, R. rickettsii es el microorganismo prototipo de las Rickettsias que pertenecen al GFM. Como otros
agentes etioldgicos causantes de este sindrome se han identificado a las especies R. conorii, R. felis, y
R. parkeri, aunque especificamente en México solo ha sido posible confirmar casos de FM por R.
rickettsii, quien a su vez, es la especie de mayor patogenicidad del orden Rickettsiales (Field et al.,
2015), y por R. felis, aunque a diferencia de la R. rickettsii esta especie es transmitida por otro tipo de
vector. R. parkeri solo ha sido identificada en el vector (Sanchez et al., 2018; Zavala Velazquez et al.,
2006).

El género Rickettsia corresponde a un grupo de bacterias cortas, de forma cocobacilar, Gram
negativos, de aproximadamente 0.3 x 0.6 um a 0.4 x 1.5 um, no forman esporas y contienen los dos
tipos de &cidos nucleicos, ADN y ARN (Field-Cortazares et al., 2015). La pared celular esta formada
de lipopolisacaridos (LPS) y posee estructuras muy similares a otras bacterias Gram negativas. A pesar
de que estos organismos son muy dificiles de visualizar con reactivos de laboratorio, pueden ser tefiidos
y visualizados con los métodos de tincion Giemsa o Giménez (Chen y Sexton, 2008; El Karkouri et al,
2016).

Especificamente, las Rickettsias del grupo de las FM, ademas de parasitar el interior de las células
del endotelio vascular (nlcleo y citoplasma celular), cuentan con antigenos comunes al grupo y

antigenos capsulares y somaticos especificos para cada especie, que pueden ser detectados en sueros de
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raton mediante pruebas de inmunofluorescencia. De forma individual, se han descrito un total de siete
genotipos diferentes para la bacteria de mayor patogenicidad y causante de la FMMR, R. rickettsii, los
cuales estan distribuidos en tres clados filogenéticos. Aunque no perfecta, estos clados muestran una
correlacion basada en el origen geogréafico y en la especie de garrapata vector, contando algunos con
una mortalidad del 40 %, mientras que otros, tan solo presentan 20 % de mortalidad. Segun lo descrito

por Karpathy et al. (2007) estos clados filogenéticos se dividen de la siguiente forma:

Clado I: contiene el genotipo 1, relacionado al ectoparasito R. sanguineus del estado de Arizona, en
la frontera sur de los Estados Unidos y los genotipos 2 y 3, relacionados a la garrapata Dermacentor

variabilis del Este y Oeste-medio de los Estados Unidos de América.

Clado II: contiene los genotipos 1y 2, los cuales se encuentran relacionados con la cepa Sheila
Smith y con aislamientos de R. rickettsii en garrapatas Dermacentor andersoni en los estados de
Montana y Carolina del Norte.

Clado I11: contiene el genotipo 1, identificado varias regiones de Costa Rica, Panama y Brasil, asi
como el genotipo 2, el cual se aislé en Colombia. Estos genotipos han sido relacionados con garrapatas

Amblyomma cajennense y A. aureolatum.

A su vez, Paddock et al. (2014) demostré la presencia y validacion de un cuarto clado patgeno (R.
rickettsii cepa HIp). Esto se hizo después de una caracterizacion molecular de muestras en parafina,
provenientes de un caso fatal reportado en el norte de los Estados Unidos de América y el cual no era

considerado como un genotipo patdgeno.

Este grupo de bacterias rickettsiales causantes de la FM, generalmente penetra la piel a causa de la
mordedura de garrapata y se disemina via linfo-hematica hasta la circulacién sistémica y pulmonar. Una
vez alli, estas se fijan en las células endoteliales mediante las proteinas externas de membranas que
presentan estos microorganismos y otras proteinas receptoras gque contiene la célula receptora, para de
esta forma comenzar la invasion al interior de la célula, y de esta forma parasitar el citoplasma vy el
nacleo celular, aunque este ultimo en menor grado. Una vez dentro de la célula del huésped, estas

bacterias multiplican por fision binaria (Raoult, 1991).



2.2. Caracteristicas génicas, proteinas y mecanismos moleculares de invasion

El gen que codifica para la proteina transmenbranal A: Sca0 (proteina de membrana externa A:
OmpA) se encuentra conservado en el GFM y esta ausente del grupo de tifus (GT) (Blanc et al., 2005).
Asi mismo, el gen que transcribe para el antigeno proteico de superficie OmpA, esta presente en todas
las cepas virulentas de R. rickettsii y no se produce en la Unica cepa avirulenta documentada, lowa,

debido a un coddn de parada prematuro (Noriea et al., 2015).
2.2.1. Proteinas externas de membrana

Los antigenos de superficie celular 0 (Sca0) y 5 (Sca5), ScaO (OmpA), de 135 a 247 kDa, las cuales
presentan un punto isoeléctrico (pl) de 5.1y contienen un dominio de 6 a 15 unidades similares repetidas
en tandem, y Sca5 (OmpB) de 120 a 168 kDa, asi como los antigenos de superficie Scal y Sca2,
implicados en la adhesion e invasion de las células del huésped (Noriea et al., 2015). Se han reportado
17 genes llamados Sca que codifican para proteinas de adherencia y de autotransporte intracelular
ligadas a la patogenicidad y virulencia, debido a su participacion en los procesos de infeccion e invasion
y colonizacion celular, de los cuales se han reportado cinco genes muy conservados de la familia Sca
(ScaO u OmpA, Scal, Sca2, Sca4 y Sca5 u OmpB), lo cual representa evidencia de su importante rol en
el ciclo de vida de este grupo de microorganismos (GFM) (Chan et al., 2011; Kleba et al., 2010; Riley
et al., 2010; Rosado et al., 2017).

Los 17 miembros de la familia de proteinas de membrana externa (OmpB) identificados en nueve
genomas de Rickettsia completamente secuenciados presentan una arquitectura tipica de las proteinas
Sca. Estas proteinas estan compuestas por un péptido sefial N-terminal y un dominio AT C-terminal que
promueve la exportacién del dominio central del pasajero hacia el exterior de las bacterias. Una
caracteristica de esta familia es la frecuente degradacién de los genes, lo que resulta en diferentes

subconjuntos de los genes Sca que se expresan entre las especies de Rickettsia (Blanc et al., 2005).

En esta misma direccidn, los trabajos reportados por Clark et al. (2015), encontraron que las cepas
de Montana, Sheila Smith y R, eran muy similares, mientras que las cepas del este de lowa y Morgan
eran muy similares entre si, y que un antigeno de superficie principal OmpA esté severamente truncado
en la cepa de lowa. Durante la secuenciacion de la regién de OmpA que contiene 13 repeticiones en
tandem, se reveld solo siete SNPs compartidos para las cepas R y Morgan en comparacion con Sheila

Smith, con 17 SNPs adicionales identificados en Morgan.



Se conoce que en R. rickettsii cepa Sheila Smith, Sca0 codifica para una proteina de 247 kDa, R.
rickettsii cepa lowa, Sca0 codifica una proteina de 247.39 kDa y en R. conorii Malish 7, Sca0 codifica

para una proteina de membrana de 224 kDa (Clark et al., 2015).

El papel de estas proteinas durante la infeccién rickettsial se observa en la Figura 1, donde se aprecia
como el proceso de invasion por Rickettsia spp. pertenecientes al GFM inicia con la adhesion entre el
receptor Ku70 (primera proteina identificada como receptor para Rickettsias) de la célula huésped con
el antigeno de superficie celular Sca5 (OmpB) (Chan et al., 2009); posteriormente ocurre la adhesién de
antigenos de superficie celular Sca0 (OmpA), que participa en la adhesion e invasion celular y el
antigeno de superficie Scal que participa en la adherencia de la célula huésped en la motilidad de estos

microorganismos en la célula que parasitan (Riley et al., 2016, 2010).

A continuacion, la Rickettsia spp. se incorpora hacia el interior de la célula huésped por medio de
fagocitosis; la célula huésped adopta este comportamiento por la interaccion de algunos efectores que
modifican la funcién de las proteinas, como proto-oncogén (c-Cbl) que estimula la ubiquitinacion,
Caveolina 2 y Clatrina, todas responsables de regular diversos procesos celulares, provocando un re-
arreglo de la membrana celular y la consiguiente invasion bacteriana (Martinez et al., 2005). Al
encontrarse la bacteria en el fagosoma, dentro del citosol de la célula huésped, la bacteria escapa del
fagosoma lisandolo con la ayuda de las proteinas fosfolipasa D (PId) y fosfolipasa C (TlyC). Ademas,
se conoce por trabajos experimentales que el gradiente de calcio tiene importancia en la llamada
fagocitosis inducida y la salida posterior de las Rickettsias de los fagosomas recién formados, para
liberarse en el citoplasma (Llop et al., 2001), donde ya libre en el citosol utiliza la proteina RicA y Sca2
para reclutar a la proteina Arp2/3 y polimerizar actina, con el fin de obtener motilidad dentro del citosol,
logrando con ello poder trasladarse e invadir el ntcleo celular o alguna célula vecina, donde podré llevar
a cabo su replicacion por fision binaria (principalmente en el citosol, aunque también en el nicleo

celular).

Luego, Rickettsia spp. comienza a secretar efectores Sce7, LepA, LepB y patatinas por el sistema de
secrecion tipo 4 (T4SS, por sus siglas en inglés: Type IV Secretion Systems) en la célula diana para
apoderarse de diversos mecanismos celulares. También secreta algunas enzimas llamadas Translocasas
que participan en el intercambio de diversos componentes entre la bacteria y la célula huésped, donde
se destacan como mas importantes, Translocasa 1 (Tlcl), Translocasa 4 (Tlc4) y Translocasa 5 (Tlc5)
(Audia y Winkler, 2006; La et al., 2007). La lisis de la membrana de la célula huésped ocurre gracias a
la citotoxicidad producida por la bacteria con la ayuda de los efectores (Sce7, LepA, LepB y patatinas)
que fueron secretados por T4SS (Whitworth et al., 2005).
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Figura 1. Mecanismos moleculares de invasion de Rickettsia spp. pertenecientes al GFM.
Elaboracién propia mediante el programa ©BioRender 2020.

Segun Llop et al. (2001), la destruccion de las células del endotelio vascular produce un incremento
en la permeabilidad vascular generando microtrombos, la llegada de células mononucleares de la
inflamacién en varias ocasiones produce obstruccion vascular y como consecuencia, microinfartos. La
vasculitis producida por Rickettsiosis puede ser detectada en casi todos los 6rganos, como son piel,
pulmoén, donde produce una neumonitis intersticial, en el miocardio, produciendo en este una
miocarditis intersticial, y meningoencefalomielitis. En las Rickettsiosis producidas por Rickettsias del
GFM, las vasculitis son el resultado de la lesion producida directamente por la bacteria en las células
endoteliales, a diferencia de otros procesos que producen vasculitis, y en los cuales son el resultado de

la accion del sistema inmunitario del propio huésped.

2.3. Caracteristicas epidemioldgicas

El vector y reservorio natural de las bacterias del GFM son por lo general un complejo de garrapatas

que pertenecen a la familia Ixodidae, asi como pequefios mamiferos de vida libre que, mediante la



mordedura de garrapatas al alimentarse de ellos, les transmiten la Rickettsiosis, lo cual hace que esta
bacteria se mantenga circulando en la naturaleza. Asi mismo, Raoult y Roux (1997) plantean que
también es posible adquirir la rickettsemia por la inhalacion de las heces de garrapatas portadoras de
Rickettsia spp. 0 mediante la inoculacion intradérmica de estas en caso de que puedan presentarse las
condiciones para ello. Aunque la R. felis es transmitida por pulgas y segun los hallazgos encontrados
por Hayes et al. (1980), la transmision sexual puede ser otra via de transmision de Rickettsia spp. entre

garrapatas.

Estos ectoparasitos (Familia: Ixodidae) “de cuerpo duro” tienen como caracteristica que presentan
el capitulo en posicion anterior durante todos sus estadios, también cuentan con un idiosoma con
cuticula endurecida, y con la presencia de un escudo dorsal, el cual cubre toda la regién dorsal del
idiosoma en los machos, y se encuentra ubicado en la porcion anterior del idiosoma en los estadios
inmaduros (larvas y ninfas) y hembras (Anderson y Magnarelli, 2008). En el Cuadro 1, se describen las
principales caracteristicas de la familia Ixodidae.

En los Estados Unidos de América, Dermacentor andersoni ha sido identificada en la region de las
Montafias Rocosas como el vector y reservorio de varias especies de Rickettsias, especialmente de R.
rickettsii. Se ha identificado a Dermacentor variabilis como el vector de estos parasitos intracelulares
en el Este y Sureste de los Estados Unidos de América. Debido a que la mayor parte de los casos
confirmados en humanos ocurren en la region oriental de Estados Unidos de América, D. variabilis ha

adquirido una mayor relevancia en la epidemiologia de la FM en ese pais (Fuentes et al., 1985).

En las areas endémicas de América Latina, el principal vector de la FM es la especie de garrapata
dura Amblyomma cajennense. Esta garrapata es capaz de morder al hombre en todos los estadios de su
desarrollo, mientras que D. andersoni y D. variabilis lo hacen solamente en el estadio adulto. En
México, R. sanguineus, la garrapata marrdn del perro, ha sido identificada como el principal vector de
FM en el norte del pais (Fuentes et al., 1985; Eremeeva et al., 2010; Oliveira, 2010; Almazan et al.,
2016).

El ectoparasito R. sanguineus es altamente endolitico, es decir, esta adaptado a la vida en el interior
y se puede encontrar dentro de las casas en alfombras, paredes y muebles. Diferentes estudios han
demostrado que esta garrapata estd muy bien adaptada a vivir en ambientes humanos y a reproducirse
en estos, siendo también capaz de colonizar jardines y perreras; sin embargo, también puede sobrevivir

en el exterior, principalmente en refugios como agujeros en pisos y paredes (Dantas-Torres, 2008).



Cuadro 1. Caracteristicas de las garrapatas vectores de la Fiebre Manchada, (Anderson y
Magnarelli 2008).

Caracteristicas Familia Ixodidae (cuerpo duro)

Aspectos morfoldgicos

Capitulo Visible en vista dorsal
Escudo Presente
Ecologia
Ambientes abiertos (excepto
Hébitats
especies nidicolas)
Actividad estacionaria Presente
Comportamiento en la basqueda .
de huésped Adtive
Hospederos Usualmente tres hospederos
Varios meses hasta tres afios;
Periodo de vida menor resistencia a la desecacion
Aspectos biolégicos
Estadios ninfales Uno
Cada estadio se alimenta
Alimentacién lentamente (varios dias) y una sola

vez

La garrapata marron del perro (R. sanguineus) se encuentra distribuida en todo México,
especialmente en zonas del norte, asi como mayormente en algunos estados del sur de los Estados
Unidos de América, como California, Arizona, Nuevo México y Texas (Herrera et al., 2016). También
cabe destacar que en un estudio nacional mexicano llevado a cabo en 2015 por Sosa et al. (2016) se

report6 que R. sanguineus fue la especie de garrapata que se encontr6é con mayor frecuencia.

Asi mismo, en un estudio llevado a cabo en Mexicali, Baja California, Tinoco et al. (2009)
encontraron al menos una garrapata en 56 de los 94 perros muestreados. Todas las garrapatas fueron
identificadas morfolégicamente como R. sanguineus, localizdndose la mayoria de estas garrapatas duras
en las orejas (29 perros), seguido por los espacios interdigitales (27 perros) y la region dorsal (23 perros);
asi mismo se encontraron en el cuello de 11 perros y en la cara de seis perros. De acuerdo con el nivel
de infestacion, 44 de los perros con garrapatas fueron calificados como leve, nueve de tipo media y tres

con infestacion severa.



Segun Llop et al. (2001) tradicionalmente se conocia que principalmente R. rickettsii se mantiene
en ambientes naturales por medio de las vectores que, al alimentarse de animales silvestres como los
roedores, son capaces de transmitir patdgenos Rickettsiales. Asi mismo estos vectores no infectados
pueden adquirir patdgenos Rickettsiales al alimentarse de la sangre de los animales silvestres infectados.
Hoy dia se conoce que las garrapatas desempefian un papel importante no solo como vectores biol6gicos
de Rickettsias, sino también como reservorios primarios, ya que éstas tienen la capacidad de transmitir
este grupo de bacterias rickettsiales (GFM) en forma transestadial y transovérica. En ocasiones se
encuentran garrapatas infestadas por estos patdgenos sin que se encuentren mamiferos parasitados por
estas, por lo que se sugiere que tal vez, las garrapatas fungen como reservorio de las Rickettsia en la
naturaleza y no solo los vertebrados. Debe considerarse que las garrapatas transmiten a su descendencia

las Rickettsia y que cada garrapata adulta alimentada puede oviponer més de 4 000 huevos.

Llop et al. (2001) explican que las caracteristicas biologicas de las garrapatas (Ixodideas), tanto
blandas (Argosineas) como duras (Ixodineas), favorecen enormemente su papel de transmisores. Dentro
de estas caracteristicas biologicas tenemos: 1) no padecen afecciones por las Rickettsias que las
parasitan, a diferencia de los piojos, por ejemplo; 2) en ellas ocurre el fendmeno bioldgico no muy
habitual, de la super-fecundacién de una hembra por varios machos; 3) ocurre en ellas el fendmeno
denominado bifasico virginal, donde la hembra no fecundada no se desprende del vertebrado parasitado
por ella; y 4) el largo tiempo que la garrapata puede resistir sin alimentarse, lo cual segiin Goddard
(1987) puede ir en el caso de las larvas hasta por aproximadamente 8 meses, mientras que las ninfas y

los adultos pueden hacerlo por hasta 19 meses.

El fenémeno del super-parasitismo es la esencia del proceso que permite la circulacion de los agentes
patdgenos en las enfermedades de focos naturales. La tasa de garrapatas infectadas, inclusive en areas
de alta endemicidad, es baja y varia de un afio a otro. No obstante, es posible que la infeccion pueda
mantenerse en la naturaleza solo por la transmisidn transovérica. En ese caso, las garrapatas serian los
principales reservorios de la infeccion y los animales servirian para alimentarlas, re-infestarlas y
amplificar la rickettsemia, sin haberse comprobado el papel de los animales como reservorios capaces
de mantener la infeccion en la naturaleza, pues la rickettsemia que experimentan es de corta duracion
(Burgdorfer et al., 1980).

El hombre se infecta por la mordedura de la garrapata, que debe estar prendida al cuerpo por lo
menos entre cuatro y seis horas para que ocurra el fendmeno de “reactivacion” de la rickettsia (el paso
del estado avirulento al virulento). Segin Llop et al. (2001), este fenomeno de “reactivacion” solo

sucede si la garrapata ingiere sangre fresca. Otros experimentos indican que la rickettsia es virulenta
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s6lo cuando metabdlicamente esté activa. Con menor frecuencia, la rickettsia puede penetrar por la piel
lesionada por medio de las heces o los tejidos de la garrapata cuando se la aplasta al tratar de
desprenderla (Chen y Sexton, 2008).

El hombre contrae la infeccion al entrar en areas infestadas por garrapatas o por intermedio de los
perros que las llevan a los domicilios en las areas suburbanas. Segun Llop et al. (2001), la infeccién
humana tiene un caracter estacional que coincide con las épocas del afio de mayor actividad de las
garrapatas. Esto también fue reportado por Dantas-Torres (2010) quien indica que las temperaturas
cercanas a los 20 °C e inferiores a los 35 °C con una humedad relativa superior al 35 % son las
condiciones ideales para los procesos de protoguia (periodo de preovoposicién) y cotoquia (periodo de

incubacidn), la eclosion de los huevecillos y la fijacion al huésped.

Ademas de la importancia que tiene la temperatura en la biologia de estos ectoparasitos, esta puede
tener una gran influencia sobre el tipo de huésped al que parasitan. Esto se debe a que las temperaturas
superiores a los 35 °C aumentan los ataques de R. sanguineus al hombre y consigo el riesgo de
transmision de patogenos rickettsiales. Los cambios climaticos de temperatura también parecen influir
en la distribucion espacial y la dindmica estacional de los ectoparésitos pertenecientes a la familia
Ixodidae, lo cual evidencia la afectacion de estos cambios estacionales o temporales en los agentes
rickettsiales transmitidos por estos vectores (Parola et al., 2008).

2.3.1. Distribucidn espacial y mapeo de R. sanguineus y las enfermedades que transmiten

La distribucién de las garrapatas se predice en funcién de la distribucion espacial de datos
recopilados y de las covariables presentes, ya que es muy comun la falta de datos en el campo sobre la
aparicion de garrapatas. EI mapeo predictivo de la presentacion de garrapatas y de las enfermedades
transmitidas por estas puede basarse en informacion sobre las caracteristicas biolégicas de la especie en
estudio. El primero se basa en una dependencia comprobada experimentalmente de la especie de
garrapata dada o de factores ambientales que lleva a modelos espaciales. En este sentido, la aplicacion
de modelos matematicos apropiados para cada caso en particular permite realizar estimaciones
estadisticas de tendencia en la aparicion de garrapatas. Con respecto a los métodos dptimos para esto,
existe una amplia variedad de modelos de estadistica espacial disponibles (Guisan y Zimmermann,
2000), sin ser ninguno considerado universalmente el mejor que otro, sino que cada modelo utilizado
para el analisis estadistico espacial debe ser usado segln sean las caracteristicas de los datos recopilados
y el niumero de los mismos, las caracteristicas tematicas de los datos, la presencia o ausencia de una

variable y el area en estudio, entre otras. Una prediccion precisa siempre requiere la optimizacion de
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cualquier modelo dado dependiendo de las condiciones ecoldgicas especificas y los datos disponibles
(Robinson, 2000).

2.3.1.1. Métodos comunmente aplicados en los andlisis espaciales de predicciones. Los métodos de

predicciones mas comuinmente aplicados en la presentacion de ectoparasitos como las garrapatas estan
ligados a factores temporales como lo es el macroclima, por lo que es comun el uso de modelos basados
en el clima. Un ejemplo de programa ampliamente utilizado es CLIMEX (Sutherst y Maywald, 1985).
Este tipo de modelo pertenece a los modelos ambientales de tipo envolvente. CLIMEX se encuentra
delimitado positivamente por un indice de crecimiento que combina temperatura y humedad favorables,
asi como delimitada negativamente en su envoltura por indices de estrés representados por temperatura
y humedad extremas. El resultado de este tipo de modelo envolvente ambiental es un indice
ecoclimatico que se interpreta como una medida general de la idoneidad climética para una especie
determinada. CLIMEX ha encontrado muchas aplicaciones en zoogeografia, incluida la prediccion de
la aparicion de garrapatas (Norval et al., 1991; Perry et al., 1991; Sutherst, 2001).

Los métodos deductivos que emplean signos geobotanicos también han sido usados frecuentemente
para el mapeo de hébitats de garrapatas. Estos métodos utilizan las asociaciones entre los factores
climaticos reflejados en las plantas y sus estructuras, asi como las condiciones geoldgicas, los cuales
también crean condiciones microclimaticas, nutricionales y de refugio para la presencia de garrapatas.
La asociacion de la densidad de poblacion de garrapatas y cierto tipo de vegetacion es un fuerte criterio
predictivo de ocurrencia (Estrada-Pefia, 2001; Gilot, Pautou, y Moncada, 1975; Sonenshine, Peters, &
Levy, 1972). La aplicacién efectiva de este principio en la epidemiologia del paisaje ha sido facilitada
por el desarrollo de RS (Detector Remoto 0 Remote sensing, por sus siglas en inglés) que permite la
identificacion de habitats de garrapatas a partir de iméagenes multiespectrales (Daniel y Kolar, 1990;
Hugh-Jones et al., 1992, 1989).

Otro método es la clasificacién por teledeteccion de los habitats de las garrapatas. Este método se
encuentra muy relacionado con las caracteristicas estructurales de la vegetacion, y no se ha comprobado
una disminucién de su potencial predictivo en comparacion con la caracterizacion basada en el suelo
(Beck et al., 2000; Daniel et al., 1998; Duffy et al., 1994).

Existen varios modelos que se basan en predicciones matematicas de relaciones reales de causa-
efecto y utilizan datos fisiol6gicos y/o fenoldgicos de las especies bajo estudio que se reunieron en
investigaciones experimentales. Este tipo de modelo no esta destinado principalmente para el disefio de
mapas, sino para comprobar la correccion tedrica de hip6tesis sobre la respuesta de algunas especies de

garrapatas bajo diferentes condiciones ambientales (Estrada-Pefia, 2002).
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El uso de covariables que se espera que estén relacionadas con la aparicion de garrapatas es otro de
los modelos predictivos ampliamente utilizados. Por lo general, estos modelos se basan en una muestra
relativamente pequefia de datos recopilados en el campo sobre la aparicién de garrapatas y un conjunto
de covariables en forma de mapas digitales. Ademas de las covariables climaticas y vegetativas, existen
covariables geologicas, del tipo de suelo, hidroldgicas y de la poblacion huésped, asi como factores
antropogeénicos y de otro tipo que determinan conjuntamente el sitio o el rea de ocurrencia. Para evaluar
la relacion y/o riesgo a enfermedades transmitidas por garrapatas con covariables, se aplican una amplia
variedad de métodos estadisticos. En principio, la prediccion estadistica puede basarse en la
dependencia ambiental o en la dependencia espacial. Las técnicas de modelado que se basan en la
dependencia ambiental de las especies de garrapatas determinan las relaciones entre la aparicion de estas
y las covariables en el espacio ambiental, y luego usan el patrén espacial de las covariables para
proyectarlo de forma espacial. Los modelos mas comunes son las modificaciones del modelo lineal
generalizado, como la regresion lineal y logistica, el andlisis discriminante y los métodos de arbol de
clasificacion. Las técnicas basadas en la dependencia espacial estiman la idoneidad de un area para una
especie de garrapata en el espacio geogréfico. Las técnicas de interpolacién mas empleadas son Kriging
y Distancia Inversa Ponderada (IDW, por sus siglas en inglés: Inverse distance weighting ) (Guisan y
Zimmermann, 2000).

2.3.2. Distribucion geogréfica de la Fiebre Manchada

La FM ha sido diagnosticada en el Brasil (Minas Gerais, Rio de Janeiro y Sao Paulo), el oeste del
Canadd, Colombia, Costa Rica, los Estados Unidos de América, México y Panama. En los Estados
Unidos de América la enfermedad se presenta en todo el pais con excepcion de los estados de Alaska,
Hawai, Maine y New Hampshire (Dantas-Torres, 2008). Segun informa Narrativa et al. (2009) esta
patologia ha sido identificada también en algunas zonas de Europa. Es importante reconocer que la
distribucion global de este patdgeno rickettsial varia segin la densidad y distribucién de las garrapatas
vectores-reservorios predominantes y la poblacion de sus huéspedes vertebrados susceptibles a estos
patdgenos (Shaw et al., 2001; Greene y Breitschwerdt, 2006). La expansion de las poblaciones de estas

garrapatas vectores puede introducir la FM a nuevas areas geogréficas (Parola et al., 2005).

Especificamente, como se aprecia en la Figura 2 la Fiebre Manchada en México fue descrita por
primera vez en 1923 en regiones del norte de México, especificamente en la localidad del EI Fuerte en
el estado de Sinaloa (Hoffmann, 1925) y en 1943 Bustamante y Varela (1943), asociaron esta patologia
a determinantes ambientales especificas, y a la situacion socioeconémica de zonas rurales de La Laguna

y Galena.
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Después de varias décadas sin reporte de casos, en la década del 2 000, la enfermedad resurgid
nuevamente al norte de México en el estado de Sonora, asi como en el municipio de Mexicali, BC
(Figura 2). Fue en esta regidn del norte donde hubo un brote en el afio 2009 asociado a la garrapata de
la especie R. sanguineus y el cual estuvo impulsada por las mismas circunstancias ambientales descritas
en los brotes de la década de 1940 (Field et al., 2011; Tinoco et al., 2009).
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Figura 2. Distribucion historica de los brotes de FM y del diagnostico de Rickettsia spp. en

garrapatas en México. En el mapa se muestra a geolocalizacion cronolégica de los principales
brotes de FM y diagndsticos moleculares de Rickettsia spp. en México. Elaboracion propia
con datos publicados por Spencer y Parker (1923); Hoffmann (1925); Bustamante y Varela
(1943) ; Zavala Velazquez et al. (2006); Tinoco-Gracia et al. (2009); Peniche Lara et al.
(2014); Castillo- Martinez et al. (2015); Castafién (2016); Lopez (2017).

Actualmente la Rickettsiosis es considerada en el estado de Baja California como una enfermedad
endémica y se toma de manera intencionada como parte del diagnéstico clinico en unidades de salud de

primer nivel de atencion, lo cual favorece la deteccion de casos de manera oportuna (SINAVE, 2014).
2.3.3. El papel de los animales en la epizootiologia de la enfermedad

En los animales, la rickettsemia es de corta duracion (aproximadamente 15 dias, tiempo que

Rickettsia spp. se encuentra dentro del organismo de los animales susceptibles), por lo cual, su
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dispersion esta ligada a la infeccion de estas bacterias en animales que nunca han presentado la
enfermedad, y quienes son los amplificadores de rikcettsiosis en las poblaciones de garrapatas
(Krawczak et al., 2014).

En el Brasil, la especie R. rickettsii se ha podido aislar de diferentes especies de mamiferos que
sirven como amplificadores, dentro de los que se encuentran como principales especies hospedadoras,
el Capibara (Hydrochoerus hydrochaeris), el perro (Canis lupus familiaris), la zarigiieya (Didelphis
marsupialis) y el conejo silvestre (Sylvilagus spp.) (Polo et al., 2017). En areas de los Estados Unidos
de América, consideradas como endémicas, agentes etiologicos rickettsiales, también han podido ser
aislado de especies de roedores silvestres, asi como también de zarigiieyas y perros (Weiss y Moulder,
1984; Raoult y Walker, 1991).

En estudios serologicos realizadas en los Estados Unidos de América se comprob6 que muchas
especies de mamiferos silvestres tienen anticuerpos contra Rickettsia spp. Puesto que el perro parasitado
por D. variabilis sirve como eslabon importante en la transmision de la infeccion al hombre, resulta de
interés conocer su grado de exposicion a las garrapatas infectadas. En varias encuestas seroldgicas la
prevalencia mas alta de seropositivos se registr6 en Columbus, Ohio, donde 45 % de los 73 perros
examinados con la prueba de microinmunofluorescencia resultaron positivos, y mediante métodos
moleculares en el afio 2015 se encontrd una prevalencia a R. rickettsii de 30.5 % en Mexicali, Baja
California (Smith et al., 1983; Field-Cortazares et al., 2015).

El hombre es un huésped accidental, y el perro es un importante eslabén en la transmision de la
infeccion al hombre al llevar al ambiente humano las garrapatas infectadas de especies tales como D.

variabilis, D. andersoni, A. cajennense y R. sanguineus (Marquez et al, 2005).

2.4. Horizonte clinico

2.4.1. Manifestaciones clinicas en los animales

En la mayoria de los animales silvestres la infeccion se presenta de manera asintomatica. Los canidos
domesticos infectados en forma experimental o natural pueden cursar una forma sintomatica en algunas
ocasiones. De cuatro perros diagnosticados mediante serologia; tres presentaron: fiebre, dolor
abdominal, depresion y anorexia, en dos se observo: letargia y nistagmo, y en uno solo ocurrié
conjuntivitis y petequias en la boca; el cuarto present6 una forma asintomaética de la enfermedad. Existe

la posibilidad de que perros que se encuentran en areas endémicas se encuentren protegidos por
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anticuerpos adquiridos de la madre después de que esta estuvo expuesta a la bacteria R. rickettsii y por

lo tanto presenten una forma de la enfermedad mas leve (Lissman y Benach, 1980).

En la epidemia de 1985 que se presentd principalmente en los estados de Sinaloa, Coahuila y
Nuevo Leon principalmente, fueron descritos los siguientes signos de la enfermedad: letargia, anorexia,
secrecion nasal y ocular, incoordinacion, inyeccion esclerética, fiebre, linfoadenomegalia,
esplenomegalia y aumento de los sonidos respiratorios (Weiser y Greene, 1989). En 11 perros cuya
enfermedad se cuantificaron anticuerpos contra la Rickettsia; nueve presentaban lesiones oftalmicas que
resolvieron después de aplicar oxitetraciclina por via parenteral o tetraciclina por via oral por 15 dias
(Davidson et al., 1989). Como el perro estd mas en contacto con las garrapatas que el humano este es
utilizado frecuentemente como indicador de la prevalencia y ubicacion de zonas de riesgo para contraer
la enfermedad (Feng et al., 1979).

2.4.2. Manifestaciones clinicas en el humano

La FM es clinicamente indiferenciable de la Ehrlichiosis (Rikihisa et al., 1991; Davoust et al., 1996).
La sintomatologia clinica aparece entre el segundo y el decimocuarto dia después de la mordedura de
la garrapata. La enfermedad se inicia sibitamente y se caracteriza por fiebre (40 °C), escalofrios, dolor
de cabeza, artralgias y mialgias. En algunas ocasiones hay presencia de porblemas gastrointestinales
tales como nausea, vomito y diarrea antes de que comience el rash caracteristico de las enfermedades
rickettsiales (Raoult, 1991). Entre el tercero y el sexto dia una vez iniciada la fiebre, se puede observar
una erupcion maculosa generalizada, que en algunos casos progresa a petequial. El rash es el signo méas
caracteristico de este padecimiento; se presenta en mas de 80 % de los casos e inicia por las mufiecas y
los tobillos. Después de la primera semana pueden aparecer anomalias en sistema nervioso tales como
agitacion, insomnio, delirio y coma, una vez concluida la primera semana se pueden presentar el CID y

algunos problemas pulmonares (Kirkland et al, 1993).

En un estudio realizado en un hospital infantil del estado de Sonora, de 116 nifios, 77 (66.4 %) se
confirmaron a FMMR mediante IFI y en 9 (7.7 %) por examen anatomopatolégico con tincion de
Pinkerton, empleando muestras de coagulo, o bien, de biopsia de piel. En 30 (25.9 %) de los infantes
no fue posible confirmar la infeccion, ya que 16 de éstos murieron entre los 7 y 10 dias (cuando atn no
existen anticuerpos circulantes para la deteccion de R. rickettsii), por lo que los resultados de la IFI
fueron negativos; en los 14 nifios restantes no se hizo la prueba confirmatoria (IFI). En cuanto a la
letalidad, ésta ocurrié en 28.3 %, ya que 33 de los nifios fallecieron por FMMR. En lo que respecta a la
edad de los nifios, no hubo diferencias, dado que sobrevivieron 7.3 £ 2.7 y fallecieron 7.5 + 2.09, ya que

los casos en estudio oscilaron entre los nueve meses y 17 afios (Rivera et al., 2013).
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Los signos clinicos mas frecuentes al ingreso de estos nifios fueron: edema de tobillos y mufiecas,
exantema centripeto, dolor abdominal y deterioro del estado de alerta. Los nifios que fallecieron tuvieron
una trombocitopenia menor a 100 000/mm?, aumento de las transaminasas glutamica-oxoloacética
(TGO) y glutdmicapiravica (TGP) y también lactato sérico elevado, a diferencia de los nifios que

sobrevivieron (Rivera et al., 2013).

Segun reportan Alvarez (2010) y Alvarez y Contreras (2013), la letalidad por FMMR en pediatricos
atendidos es mayor a cualquier otro padecimiento infeccioso de interés epidemioldgico como tosferina,
influenza tipo A (HLN1), tuberculosis, neumonias y diarrea infecciosa, y que debe considerarse como

una emergencia sanitaria y un problema prioritario de salud publica en el estado de Sonora, México.

2.5. Diagnostico de la Fiebre Manchada

El diagndstico confirmatorio de laboratorio se realiza a través del cultivo de Rickettsia spp. de sangre
o tejido del paciente durante la etapa febril y la inoculacién de estas en cobayos machos o huevos
embrionados, consecutivamente a seis dias se realiza un examen microscopico de extensiones marcadas
de la tanica vaginal. Aunque esta es la prueba de oro para el diagndstico, su aplicacion es limitada ya
que se requiere de un laboratorio de bioseguridad nivel 111 (CDC, 1990).

Para una recuperacion satisfactoria del paciente es crucial un diagnostico precoz de la Fiebre
Mancada. En la actualidad, las pruebas mas empleadas y de mayor certeza son la IFl y otras técnicas
seroldgicas como ELISA, la cual es una prueba facil y rapida, que segun plantea Field-Cortazares et al.
(2015) demostrd una alta confiabilidad por los valores de concordancia que genera respecto a IFA
(Inmunodeteccion en sandwich) (Stockham et al., 1992; Davoust et al., 1996). Segun Russel (1993) la
prueba de IFI (Inmunofluorescencia Indirecta) posee elevada especificidad y sensibilidad para el
diagndstico de FM, por lo cual es el mas recomendado, con el inconveniente de la necesidad de contar
con un microscopio de luz ultravioleta. Una desventaja de los ensayos seroldgicos es que no pueden
diferenciar entre las especies rickettsiales a las que responden los anticuerpos, ya que generan reacciones

cruzadas principalmente entre especies del mismo grupo.

Las pruebas de fijacioén del complemento, aglutinacién del latex y microaglutinacion son especificas,
pero carecen de sensibilidad (Stockham et al., 1992; Davoust et al., 1996). A veces, el antigeno
especifico para la especie R. rickettsii se puede detectar en lesiones eruptivas de la piel mediante la
prueba de inmunofluorescencia directa (50-70 % de sensibilidad) (CDC, 1990).
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La prueba de la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés, Polimerase Chain
Reaction) ha sido exitosamente aplicada a muestras de sangre periférica, plasma, capa leucocitaria,
tejido, biopsias de piel y garrapatas en el diagndstico de Rickettsia spp. (Sogner y Post, 2006; Oteo et
al., 2014). Es una herramienta diagndstica que presenta muchas ventajas por su rapidez y eficacia
diagnéstica (Brouqui et al., 2004; Oteo et al., 2014), permitiendo hacer un diagnéstico especifico de la
especie que causa esta patologia y con la ayuda de la secuenciacién permite caracterizar e identificar
molecularmente las cepas de este patdégeno; ademas, puede detectar la Rickettsia spp. en sangre horas
después de su incubacion. Presenta una sensibilidad de 79 % al realizarse con muestras sanguineas. Los
resultados de esta prueba se pueden ver afectados por la presencia de inhibidores de la enzima
polimerasa, por la degradacion del ADN durante el transporte de la muestra y/o la terapia con
antibidticos antes de tomar la muestra; otra desventaja seria la posible contaminacion de los cebadores
con productos de PCR anteriores (Pierre y Raoult, 2004). Sobre la sensibilidad de la prueba de PCR, se
tiene el caso descrito por Sexton et al. (1994), quienes mencionan que, aunque se pudo establecer el
diagnostico de R. rickettsii en los codgulos de sangre de cuatro de cinco pacientes, en tres de ellos fue
necesaria la reamplificacion, lo cual puede estar dado por el nivel de infestacion o por el momento en

que se toma la muestra, ademas del estado de la muestra tomada.

2.6. Prevencion, control y riesgo de FM

La prevencion y el control de estas enfermedades se enfocan en la reduccion y la eliminacion del
vector, el uso de ropa protectora, la aplicacién de repelentes y garrapatacidas (dietiltoluamida,
dimetilftalato), en cuanto al personal expuesto se recomienda la revision constante de la ropa para
eliminar las garrapatas que se encuentren circulando y desprender las que se encuentren fijas. Sabiendo
gue el perro es un importante huésped de las garrapatas se recomienda la aplicacion de desparasitaste

externos asi como la limpieza y fumigacién de las areas donde estos se encuentren.

Aunque en los mamiferos susceptibles como los capibaras o el perro, el haber cursado con esta
patologia les confiere una inmunidad permanente, en el humano la inmunidad conferida por esta
patologia es incompleta y temporal, y las vacunas para proteger a las personas expuestas a riesgo alto
(laboratoristas y ecologos) han dado resultados poco satisfactorios. Aunque existen vacunas que se han
aplicado en personal expuesto voluntario, la eficacia ha sido baja (25 % de eficacia), pero los voluntarios

que se infectaron tuvieron una enfermedad més leve (Clements et al., 1983).
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El tratamiento de eleccidn contra la Fiebre Manchada para humanos de cualquier edad es la
doxiciclina. La mayoria de los otros antibiéticos de amplio espectro no sirven para el tratamiento de
esta enfermedad, el uso de las sulfonamidas estimulan el crecimiento de las Rickettsias, y segin lo
descrito por Llop et al. (2001), su empleo empeora a los enfermos. Es muy importante empezar el
tratamiento con doxiciclina tan pronto se sospeche de la enfermedad, ya que es mas eficaz si se inicia

antes del quinto dia de la fecha de inicio de sintomas (CDC, 2012).
2.6.1. Factores de riesgo asociados a la Fiebre Manchada

Las enfermedades Rickettsiales se asocian a diversos factores tales como: el econdmico, cultural, la
ecologia del vector, etc. En cuanto a el econémico se refiere a la pobreza, hacinamiento, lugares
antigénicos y el contacto estrecho con animales infestados por vectores. En México, aproximadamente
el 60% vive bajo estas condiciones de vulnerabilidad, por lo tanto, se considera a las enfermedades
rickettsiales dificiles de erradicar, sin embargo, se han aplicado medidas para el control de vector
(Openshaw et al., 2010; SSA., 2013).

En el caso de los perros, el riesgo de adquirir FM depende de varios factores, dentro de los cuales la
abundancia de los vectores adquiere una importancia extraordinaria. Otro factor importante es la
prevalencia por regiones y zonas, segun la temporalidad, asi como el tiempo de adhesién que presentan
estos ectoparasitos en el perro (Balraj et al., 2009). Teniendo en cuenta lo anterior, para que otras
especies de mamiferos, donde incluimos a los humanos, sean mordidos por garrapatas como R.
sanguineus, debe haber una constante renovacion y reproduccion de perros que permita mantener una
abundante poblacion de garrapatas y una Optima transmision de estos ectoparéasitos a los perros y

viceversa (Parola et al., 2008).

Esta patologia en los perros tiene un caracter estacional que afecta con mayor frecuencia a los
canidos jovenes, especialmente a los que son menores de tres afios. Desde el punto de vista estacional
la mayor prevalencia de este sindrome febril se presenta entre los meses de abril y septiembre en el
hemisferio norte, época en que las garrapatas presentan una actividad mucho mayor, debido a la
temperatura a la que estan expuestas ( Dantas-Torres, 2008; Balraj et al., 2009; Chomel, 2011; Diaz y
Catafio, 2010; Lorusso et al., 2010).

Teniendo en cuenta que es la garrapata uno de los principales vectores de FM y que estas actlia como
reservorio este sindrome, la exposicion de los perros a estas es, légicamente, un factor de riesgo
(Proboste et al., 2015). En un estudio en Arizona, los perros que tenian al menos una garrapata adherida

mostraron una probabilidad tres veces mayor de presentar anticuerpos antirickettsia segun reportd
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McQuiston et al. (2011). A su vez. en algunas zonas del estado de Arizona se ha relacionado el aumento

del nimero de perros callejeros con el desarrollo de la FM (Nicholson et al., 2006).

En las zonas rurales, los perros que son utilizados para actividades como el pastoreo, resguardo de
los hogares, eliminacion de fauna nociva, entre otras actividades, estin mas expuestos a las garrapatas
y roedores; de hecho, méas del 80 % de los casos clinicos de Rickettsiosis son de perros que viven fuera
de las casas (Melo et al., 2011).

En cuanto a este aspecto, en un estudio en Brasil, los factores de riesgo mas importantes fueron: 1)
que el perro fuera utilizado para la caza, 2) que el perro viviera en zona rural, 3) que el perro estuviera
infestado con garrapatas A. cajennense (el principal vector de FM en Brasil) (Melo et al., 2011). El
crecimiento de las ciudades, asi como el uso de animales para distintas actividades, con la posterior
modificacion del ecosistema, expone a nuevos hospederos susceptibles a la infestacion por garrapatas
y rickettsias asociadas (Parola et al., 2013).

2.6.2. El papel de los perros centinelas en la epizootiologia de la Fiebre Manchada

Existe una fuerte asociacion entre el contacto y proximidad de las personas con perros, cargas de
garrapatas en los Ultimos, la densidad de poblaciones de garrapatas en el ambiente y el riesgo
subsecuente de infeccion por Rickettsiosis en humanos (Nicholson et al., 2010). La presencia de R.
rickettsii en los vectores y en los hospederos amplificadores de una zona, indica también exposicion

humana (Sosa-Gutiérrez et al., 2014).

En algunas regiones donde la FM es endémica se han observado prevalencias de Rickettsiosis del
60 % o mas en perros (Levin et al., 2014). Como se han obtenido prevalencias similares en humanos en
el mismo tiempo y lugar, se ha considerado que los perros son centinelas eficientes de la enfermedad
en el hombre (Nicholson et al., 2006; Chomel, 2011; Eremeeva, 2012; Proboste et al., 2015). Por ello,
la infestacion humana por garrapatas, asi como el aumento de infecciones de FM, tiende a darse por
factores como propiedad de perros infestados y presencia de las garrapatas en el ambiente (Dantas-
Torres, 2010).
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3. Hipotesis
La prevalencia y distribucién espacial de la Fiebre Manchada en perros domésticos y en el vector

Rhipicephalus sanguineus en Ciudad Juarez, Chihuahua, se encuentran asociados a factores

socioculturales y ambientales.

4. Objetivo general

Evaluar espacial y temporalmente la epizootiologia y los factores de riesgo de la Fiebre Manchada

en Ciudad Juarez, Chihuahua.

4.1. Objetivos especificos

1. Estimar la prevalencia estacional de R. sanguineus en perros domésticos.
2. Estimar la prevalencia estacional de Fiebre Manchada en pools de R. sanguineus y sangre de

perros domésticos.

3. Calcular factores de riesgo asociados a la Fiebre Manchada en perros domésticos.

4, Analizar la distribucion estacional de Fiebre Manchada en perros domésticos.

5. Identificar temporalmente las zonas de riesgo para la Fiebre Manchada en Ciudad Juarez,
Chihuahua.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Area de estudio

El estudio se desarrollé en Ciudad Juarez, Chihuahua, la cual es una ciudad fronteriza del norte de
México que colinda con los estados de Nuevo México y Texas, Estados Unidos de América (Figura
3). La misma se localiza en 31°44°47” N, 106°29°06” E, a una altitud de 1,131 msnm y cuenta con
una poblacion de 1 390 180 habitantes, de los cuales 691 131 (49.7 %) son hombres y 700 049 (50.3
%) son mujeres, segun datos del INEGI (2017b, 2018).
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Figura 3. Area de estudio y distribucion espacial de las clinicas veterinarias participantes
Ciudad Juéarez, Chihuahua, México. Se muestra el area de estudio (Ciudad Juarez) y la

geolocalizacion espacial de las 28 clinicas veterinarias donde se tomaron las muestras.
Elaboracion propia.

El clima es extremoso desértico, con un promedio mensual histérico de temperatura y de
precipitacion pluvial representado en el Figura 4 y una oscilacion entre 13 ‘Cy -4 “C especificamente

para la época de invierno y una maxima de hasta 42 “C en la época de verano (INEGI, 2018).
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Figura 4. Climograma de medias mensuales histdricas de temperatura y pluviosidad en Ciudad

Juérez, Chihuahua 1957-2016. Elaboracion propia con datos del Anuario Estadistico y
Geografico del INEGI (2017b).

Especificamente, en Ciudad Juarez, durante el periodo 2018 a 2019 se registraron en los meses de
julio, agosto y noviembre, niveles de precipitaciones por debajo de la media histérica, contrario a lo
ocurrido en el mes de junio (Figura 5), donde se triplicé el promedio de precipitacion obtenido
histéricamente (Figura 4). En la temperatura media, hubo un comportamiento similar con la media

histérica (Figura 4 y 5).
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Figura 5. Climograma de medias mensuales de temperatura y pluviosidad en Ciudad Juérez,
Chihuahua 2018-2019. Elaboracion propia con datos del LCCA UACJ (2019).
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5.2. Poblacién y muestreo

El presente estudio epidemioldgico se desarrollé utilizando un método de muestreo probabilistico
sistematico para la seleccion aleatoria en la poblacion perros domésticos de Ciudad Juarez, durante
cuatro etapas distintas del periodo de 2018 a 2019: 1" Etapa, octubre a noviembre del 2018; 2% Etapa,
enero a febrero del 2019; 3™ Etapa, abril a mayo del 2019; y 4% Etapa, julio a septiembre del 2019.

Este estudio fue presentado ante el Comité Institucional de Etica y Bioética de la Universidad
Auténoma de Ciudad Juérez, quien le otorg6 un dictamen favorable (CIBE- 2018-10-05) para realizar

el muestreo y la utilizacion de los datos obtenidos en la presente investigacion.
5.2.1. Criterios de inclusion

Para determinar la poblacion de perros domésticos en el estudio, se siguieron tres criterios de
inclusion: 1) Contar con la autorizacion por parte del responsable de la mascota mediante la firma del
consentimiento informado (Anexo); 2) Determinar las caracteristicas clinicas y epizootioldgicas de la
Fiebre Manchada; y 3) Perro doméstico con mas de quince dias en la ciudad y conocer la direccion
exacta donde vive el perro, para de esta forma poder realizar la geolocalizacion de las unidades

muestrales.

5.2.2. Obtencion de datos clinicos y epizootioldgicos

La obtencidn aleatoria de los datos fue realizada muestreando al segundo perro que asistié a una
de las 28 clinicas u hospital veterinario (Figura 3) que accedieron a participar en el presente estudio,
y que cumpliera con los criterios de inclusién expuestos con anterioridad. Para la realizacion de este
procedimiento se utilizo herramienta “Historia Clinica Epidemiologica” (Anexo), que fue disefiada y
estandarizada teniendo en cuenta la estructura general de la historia clinica y enfocandola segun la
epizootiologia y la clinica de la Rickettsiosis canina, para lo que se utilizaron las claves
epidemioldgicas planteadas por Angeletti et al. (2016) y donde se indica que durante la anamnesis y

el examen clinico (de la historia clinica epidemioldgica) se investigue acerca de algunos aspectos

como:

o Datos generales del responsable

o Personas expuestas segln grupos etarios

o Especies y cantidad de mascotas en el hogar

o Antecedentes de mordedura de garrapatas y nivel de infestacion

o Realizacion de actividades en espacios con riesgo de exposicion a garrapatas
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o Programas de desparasitaciones y via de administracion
o Programas de fumigacidn/aspersion en el hogar (Frecuencia)

o Presencia de casos similares en vecinos o individuos con que se relaciona

Para la estandarizacion de la historia clinica epidemioldgica, se realizaron dos pilotajes previos a

su aplicacion, con el objetivo de evaluar la comprension de las preguntas por la poblacién.

5.2.3. Procedimiento para la toma de muestras de garrapatas

La recoleccion de los especimenes fue realizada mediante la revision y conteo de garrapatas (en caso
de contar con una infestacién por este ectoparasito) en ambos lados del perro, teniendo en cuenta las
garrapatas perceptibles al tacto y dividiendo el cuerpo del perro en ocho regiones para cada lado de la
linea alba: lomo, costillas, abdomen, miembro anterior, miembro posterior, area perianal, axila y cabeza.
Para la extraccion del ectoparasito, se utiliz6 una pinza estéril de punta fina lo mas cercano a la piel de
donde estaba alimentandose la garrapata, junto a un algodén remojado con alcohol y, girando sobre su
propio eje, se fue halando en direccion perpendicular a la piel (CDC, 2014); los especimenes fueron
depositados en un microtubo de 1.7 mL identificados con el folio de la historia clinica a la que le
corresponda. El almacenamiento de las muestras de garrapatas fue realizado en la clinica u hospital
segun la metodologia descrita por Oteo et al. (2014) para la conservacion y transporte de ectoparasitos
destinados al diagndstico de enfermedades rickettsiales, Almacenamiento de 2 °C a8 °Cy a-20 °C para
mas de 24 h. La transportacion de las muestras fue realizada en una hielera con gel refrigerante hasta el
laboratorio de Biotecnologia del Instituto de Ciencias Biomédicas (ICB) de la UACJ, donde se
almacenaron a -20 °C para su posterior manejo.
5.2.4. Procedimiento para la toma de muestras sanguineas en perros

La flebotomia se realizé en la vena Yugular o Cefélica, segun las caracteristicas del perro (raza,
tamano, estética y agresividad). Para este procedimiento, primeramente, se realizé un rasurado con
desinfeccion del area utilizando alcohol etilico al 70 %. El volumen de sangre obtenida fue
aproximadamente 2 mL por perro y depositada en un tubo vacutainer de 4 mL con acido
etilendiaminotetraacético (EDTA), homogenizandose la muestra por inversion. Los tubos se

identificaron con el folio de la historia clinica a la que le correspondia, para luego ser conservados
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de 2 °C a 8 °C y transportarse a esa temperatura, para finalmente almacenarse a -20 °C (Oteo et al.,
2014) antes de ser usados para el diagndstico molecular.

5.3. Trabajo de laboratorio

5.3.1. Clasificacion de ectoparasitos y disefio de pools para el diagnéstico molecular en garrapatas

El ectoparasito fue identificado utilizando un estereoscopio (ZEISS, Carl Zeiss Microscopy
GmbH, Germany) mediante el programa ©ZEN 2.3 Blue edition, Carl Zeiss (Microscopy GmbH,
Germany), siguiendo la clave taxonémica descrita por Walker et al. (2014) diferenciandose entre
larva, ninfa y adulto hembra o macho.

Para el disefio de los pools y el almacenamiento de los especimenes fueron analizadas las
caracteristicas epizootioldgicas de la Fiebre Manchada y lo descrito por Oteo et al. (2014),
conformandose pools de hasta cinco garrapatas de un mismo sexo y estadio, para su posterior manejo

en el diagndstico molecular.

5.3.2. Extraccion del ADN

Para la extraccion del ADN en pools de R. sanguineus y sangre de perros, fue utilizado el método
de Fenol: Cloroformo: Alcohol Isoamilico (24:24:1) (Sambrook y Russell, 2001).

Para la extraccion del ADN en pools de R. sanguineus fueron tomados uno o varios especimenes
(segun el disefio del pool maximo x especimenes) con pinzas estériles y utilizando un bisturi fueron
diseccionados en una placa de petri estéril. Luego de la diseccion, los especimenes se colocaron en
un microtubo de 1.7 mL debidamente etiquetado y al que se le adicionaron 400 puL de Buffer lisis
(SDS 1 %, NaHCO3 10 mM, NH4CI 115 mM, EDTA 10 mM pH 8), posteriormente, con la ayuda de
un pistilo, los especimenes fueron macerados dentro del microtubo. Una vez terminada la maceracion
y con el contenido del microtubo bien homogenizado fue adicionado 10 pL de Proteinasa K (25
mg/mL) y se realiz6 vortex para incubar en termoblock a 70 °C durante 1 hora. Transcurrido el tiempo
de incubacion fue realizado un lavado con 400 pL de fenol mercaptoetanol al 0.2 % y mezclando por
vortex, para luego centrifugar a 12 000 rpm durante 5 min. Después de la centrifugacion, fue obtenida
la parte acuosa con una micropipeta y se paso a un nuevo microtubo, contando los puL depositados.
Una vez depositados los pL en el microtubo fue adicionado el mismo volumen (misma cantidad de
uL obtenidos) de Cloroformo: Alcohol Isoamilico (24:1) y fue mezclado por vortex nuevamente para
posteriormente centrifugar a 10 000 rpm durante 10 min. Una vez terminada la centrifugacion y

contando los pL, fue obtenida nuevamente la fase acuosa para un nuevo microtubo estéril y le fueron
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adicionados % de los UL obtenidos, de acetato de sodio (NaC,Hs0;) 3M pH 5.4 y dos volumenes de

etanol 100 % frio. A continuacion, el microtubo fue mezclado por inversion y se almacené en una
gradilla a -20 °C durante 24 horas. Al dia siguiente (pasadas 24 h) fue realizada una centrifugacion a
12 000 rpm durante 15 min y fue decantado el exceso de etanol con cuidado de no desechar pellet.
Luego fue lavado el pellet con 1 mL de etanol frio al 75 % y se volvi6 a centrifugar el microtubo a 7
500 rpm durante 5 min. Este Gltimo paso se repitié nuevamente dos veces mas. Una vez terminado
los lavados, fue decantado todo el Etanol al 75 % (siendo cuidadoso de no desechar pellet) y el
microtubo fue puesto a secar boca abajo por unos 15 min aproximadamente, hasta que se secd el
etanol. Para finalizar, el pellet fue resuspendido en 30 UL o 40 pL (segun el tamarfio del pellet) de

agua estéril.

Para la extraccion del ADN en sangre de perro, una vez que las muestras fueron descongeladas y
homogenizadas por inversion, fueron tomados 250 pL de sangre total, la cual fue depositada en un
microtubo de 1.7 mL, afiadiéndosele posteriormente 500 puL de solucion buffer lisis (Tris HC1 0.2 M,
EDTA 10 mM, NaCl 0.5 M y SDS 1 % 10mg/mL). Después de mezclar por inversién, le fueron
resuspendidos 2.5 pL de proteinasa K (25 mg/mL), la muestra fue mezclada por vortex durante dos
segundos, para posteriormente incubar a 56 °C por 15 min, y repitiéndose este Gltimo paso. Una vez
realizada la segunda incubacion la muestra se enfrid a temperatura ambiente por 30 seg, y mezclada
utilizando vortex durante 2 seg, para posteriormente volverse a incubar en el termoblock a 100 °C
por 10 min. Transcurrido ese tiempo se dejo enfriar por 3 min a temperatura ambiente. Después se
procedio a realizar el primero de los tres lavados, donde le fueron adicionados a la muestra 400 pL
de Fenol: Cloroformo: Alcohol Isoamilico (24:24:1), se continu6 con la homogenizacion utilizando
el vortex por dos segundos. Una vez homogenizada la muestra fue centrifugada a 12 000 rpm durante
3 min. Después de realizar el segundo lavado, fue recuperada la fase acuosa en un nuevo microtubo,

repitiéndose este procedimiento de igual forma. Al finalizar el tercer lavado, fue recuperada y
. . ~ 4z 1 .
contabilizada la fase acuosa en un nuevo microtubo, donde se le afiadio n de los pL obtenidos, de

acetato de sodio (C,HsNaO; a 3M, pH 5.4) y 2 volumenes de etanol 100 % frio. Luego, se mezcl6
por inversion y fue almacenada a -20 °C durante 24 horas. Después de transcurrido ese tiempo se
realiz6 una centrifugacién a 12 000 rpm durante 15 min, para luego decantarse el sobrenadante
cuidadosamente, para no desechar el pellet y afiadirsele 500 uL de etanol frio al 75 %. Después se
realizo otra centrifugacion a 7 500 rpm durante 5 min, repitiéndose este paso nuevamente. Al culminar
el altimo lavado, se procedio a la decantacion cuidadosa del sobrenadante, dejandose secar el pellet
durante 15 min con el microtubo boca abajo, sobre un papel adsorbente. La resuspension para la

dilucion del pellet fue realizada en 30 o 40 pL de agua estéril. Las muestras de ADN fueron
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almacenadas posteriormente a -20 °C hasta su cuantificacion y utilizacion para realizar el diagnéstico

molecular por la técnica de PCR punto final.
5.3.3. Cuantificacion de ADN

La cuantificacion y la pureza del ADN extraido de pools de garrapatas y de sangre se calcul6
mediante la espectrofotometria con ayuda del NanoDrop 2000. Este procedimiento fue realizado
calibrando a cero el NanoDrop 2000 con 2 pL de agua estéril (diluyente del ADN), depositandose

posteriormente 2 pL de cada una de las muestras para estimar la pureza del ADN segun la relacion
de absorbancia % considerandose un ADN de pureza estable, a una relacion < A2.00 y >A1.50
por cada 2 uL. La concentracion de ADN (ng/uL) se calcul6 usando el nivel de absorbancia a 260 nm

(A260) para alcanzar una templado de 200 ng/25 pL. Entre cada cuantificacion fueron realizados de

tres a cinco lavados con agua estéril.

5.3.4.  Amplificacién de los genes OmpA: para el diagnostico de la Fiebre Manchada

El diagnostico molecular fue realizado mediante la prueba de PCR de punto final (Sogner y Post,
2006) segun lo escrito por Regnery et al. (1991), Labruna (2007) y Oteo et al. (2014). Para esto fue
realizada la amplificacion del fragmento OmpA, correspondiente al gen OmpA.

Cuadro 2. Oligonucleétidos para el diagnéstico molecular de Fiebre Manchada.

Fragmento Condiciones PCR
g Oligonucleétidos 5°-3" Referencia

(Tamafio del amplicén) (Este estudio)

95°C 5min. 1 Ciclo

95°C 40 seg. Regnery et al.,

Rr190.70p: ATGGCGAATATTTCTCCAAAA 1991

OmpA; (532 pb) 58°C 30seg. 35 Ciclos
Rr190.602n: AGTGCAGCATTCGCTCCCCCT
72°C 1 min.

72°C 8min. 1Ciclo

Para la amplificacion de PCR fue utilizado un templado de 200 ng de ADN, adicionandosele 1 puL
de cebador Rr190.70p o sentido (20 mM) y 1 uL de cebador Rr190.602n o antisentido (20 mM),
12.50 pL de Master mix Promega® (ANTPs 10 mM, MgCl, 3 mM y Taq Polimerasa 50 U/uL) y la
cantidad necesaria de agua destilada para obtener una reaccion con un volumen total de 25 uL. El
control negativo conté solamente con los cebadores, el Master mix y agua; y el control positivo estuvo
compuesto de los cebadores, el Master mix, el agua estéril y 5 uL. de muestra positiva a R. rickettsii
confirmada por secuenciacion y donada por el Laboratorio de Salud Publica de la Universidad

Auténoma de Baja California.
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5.3.5. Andlisis electroforético

Los productos de amplificacion fueron corridos a 100 V durante 45 min mediante una
electroforesis horizontal en geles de agarosa al 2.2 %. Los geles fueron prepararon con 20 0 40 mL
de buffer TAE 1X (40 mM Tris-acetate y 1 mM EDTA, pH 8.3), 0.44 0 0.88 gr de agarosa y 10 0 20
pL de Bromuro de Etidio al 0.1 % para geles de 8 y 16 pozos respectivamente. En cada pozo del gel
se cargd un volumen de 10 pL de producto de PCR y fue utilizado un marcador de peso molecular de
100 pb DNA ladder Promega. Los geles electroforéticos fueron visualizados en el transiluminador, y
fotodocumentados utilizando el sistema EDAS 290 Kodak.

5.4. Andlisis espacial

5.4.1. Geolocalizacion y distribucion espacial de las unidades muestrales por etapa de muestreo

El Paso, TX.
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Figura 6. Distribucion espacial de las unidades muestrales por etapa de muestreo en Ciudad

Judrez 2018 - 2019. Se muestran la geolocalizacion espacial de los 318 perros domésticos
muestreados, distribuidos por etapa: 1% Etapa, color rojo; 2% Etapa, color azul; 32 Etapa,
color verde; y 4% Etapa, color rosado. El analisis estadistico espacial por etapa muestra

distribucion aleatoria para alfa=0.05. Elaboracion propia.
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Una vez realizada la geolocalizacion de las clinicas participantes en el estudio (28), y paralelo al
muestreo en cada una de las etapas, fue realizada la geolocalizacion de los perros domésticos
(Unidades muestrales) en el programa ArcMap (ArcGIS v10.3, Esri, U.S.A) (Figura 6).

Una vez terminada la geolocalizacion de las unidades muestrales por etapa de muestreo, fue
realizado un analisis de la distribucidn espacial de las mismas para un alfa de 0.05, utilizando la
herramienta Vecino méas préximo, mediante la cual se comprobd la distribucion aleatoria de las unidades

muestrales (Figura 6).

5.4.2. Estadistica espacial

Fue realizado un anélisis de estadistica espacial, sin asociacidn de variables tematicas para unidades
espaciales, de la FM y de los perros domésticos positivos a R. sanguineus en el programa ArcMap
(ArcGIS v10.3, Esri, U.S.A) mediante la herramienta de estadistica Vecino mas préximo. Para el
analisis de la distribucion espacial de variables con atributos teméticos medibles (valor de cada objeto)
fue usada la herramienta de estadistica espacial que también presenta el programa ArcMap (ArcGIS
v10.3, Esri, U.S.A) Autocorrelacion de Moran (o indice de Moran) con un nivel de significacion del
0.05. Los mapas de zonas de riesgo a la presentacion de FM en Ciudad Juarez fueron obtenidos mediante
la herramienta de interpoblacion IDM (Distancia Inversa Ponderada) también e en el programa ArcMap
(ArcGIS v10.3, Esri, U.S.A).

5.5. Andlisis estadistico

Los datos se registraron en una hoja de calculo de Microsoft Excel y analizados en el paquete

estadistico SAS version 9.0 (SAS Institute Inc., Cary NC). El célculo de la prevalencia se realizo

. .z . Positivos a FM
mediante la ecuacion de prevalencia= _ 100.
Total de unidades muestreadas

La asociacion entre las variables se investigd mediante la prueba de Xi? con un nivel de
significacion del 0.05. La estimacion del riesgo asociados a R. sanguineus y a la Fiebre Manchada se
hizo mediante una regresion logistica, en la que fueron calculados los Odds Ratio (OR) y de esta
manera se estimo cuales elementos de la historia clinica (Anexo) representa un factor de riesgo para

la presencia de garrapatas y de la enfermedad Rickettsial.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION
6.1. Prevalencia y distribucion espacial de R. sanguineus en perros
6.1.1. Prevalencia de R. sanguineus en perros domésticos
Se muestrearon un total de 318 perros domésticos en las cuatro etapas del periodo, de octubre de
2018 a septiembre de 2019. Los resultados evidenciaron un total de 40 perros domésticos positivos a

garrapatas, identificadas segun las caracteristicas morfoldgicas como R. sanguineus. Esto permitié
determinar una prevalencia de R. sanguineus en perros domésticos del 12.50 % (Cuadro 3).

Cuadro 3. Prevalencia de R. sanguineus en perros domésticos por etapa de muestreo en Ciudad
Juarez, Chihuahua 2018-2019.

Etapa Prevalencia Valor de P
1" Etapa 4.82 % (4/83) 0.0025
2" Etapa 3.85 % (2/52)

3" Etapa 17.53 % (17/97)
4" Etapa 19.77 % (17/86)
Total 12.50 % (40/318)

aPrueba yi*=14.35; 17 Etapa (oct-nov/2018); 29 Etapa (ene-feb/2019); 3™ Etapa (abr-may/2019); 42 Etapa (jul-
sep/2019).

Las prevalencias obtenidas en cada una de las cuatro etapas de muestreo (Cuadro 3) mostraron

diferencias significativas (P<0.05).

Estas prevalencias encontradas contrastan con las obtenidas por Tinoco-Gracia et al. (2009)
quienes reportaron prevalencias del 59.57 % (56/94) de R. sanguineus en perros provenientes de un
Centro Antirrabico y diferentes clinicas veterinarias de Mexicali, BC entre los meses de septiembre
y noviembre. Los niveles de prevalencia obtenidos también en el norte de México por Tinoco-Gracia
et al. (2009) muestran una prevalencia mayor en aproximadamente un 47 % a la prevalencia general

reportada en esta investigacion. Ademas de lo mencionado, también destaca que estos resultados
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obtenidos en Mexicali fueron solamente en la época de septiembre a noviembre del 2008, y en la
primera etapa de muestreo del presente estudio, solo se report6 una prevalencia de R. sanguineus en
perros del 4.82 % y destacAndose que estas estas prevalencias obtenidas provienen en su totalidad de
perros domeésticos y no de perros condicidn calle o perros que provengan de esta condicion. Estas
diferencias en cuanto a las prevalencias encontradas, pudieran deberse al efecto de la temperatura, ya
gue a diferencia de la temperatura media mensual (5 °C hasta 18 °C) en Ciudad Juarez, para un
periodo similar la media mensual de la temperatura en el municipio de Mexicali va desde los 20 °C
hasta méas de 35 °C (INEGI, 2017a, 2017b) lo cual es una temperatura ideal para la fijacién de R.
sanguineus a su huésped canino (Dantas-Torres, 2010), ademas de aumentar su voracidad e
inespecificidad por el huésped cuando las temperaturas son superiores a los 35 °C (Parola et al.,
2008).

La clasificacion de las garrapatas R. sanguineus segln sexo y estadio mostré una mayor frecuencia
de machos adultos en las cuatro etapas de muestreo con un total de 73 (61.87 %), lo que representa
aproximadamente un 24 % mas del total de hembras y ninfas obtenidas durante el estudio (Cuadro
4).

Cuadro 4. Analisis de la cantidad y frecuencia de R. sanguineus en perros domésticos segun
sexo y estadio por etapa de muestreo en Ciudad Juarez, Chihuahua 2018-2019.

Et Total
apa Ninfas Adultasd Adultas? n (%)
n (%) n (%) n (%)

1" Etapa 2(15.4) 9(69.2) 2 (15.4) 13 (100)
2" Etapa - 1(50.0) 1 (50.0) 2 (100)
3" Etapa 1(2.4) 24 (57.6) 16 (40.0) 41 (100)
4° Etapa 6 (9.7) 39 (62.9) 17 (27.4) 62 (100)
Total 9 (7.6) 73 (61.8) 36 (30.1) 118 (100)

12 Etapa (oct-nov/2018); 29 Etapa (ene-feb/2019); 32 Etapa (abr-may/2019); 4% Etapa (jul-sep/2019). J:

A pesar de haberse obtenido un nimero de garrapatas hembra menor al nimero de machos

obtenidos en tres de las cuatro etapas de muestreo (1%, 3 y 42 Etapa), resalta que las hembras adultas

32



fueron halladas en la 3y 4% Etapa con una frecuencia del 24.6 % y del 12 % mayor a la frecuencia
obtenida en la 1% Etapa (15.4 %). También se observa que el nimero de ninfas obtenidas en los perros
fue significativamente mayor en la 42 Etapa, donde se obtuvo el 66.67 % (6/9) de las ninfas obtenidas

en los perros domésticos muestreados durante el estudio (Cuadro 4).

Con respecto al sexo y a estadio de las garrapatas obtenidas se destaca el hecho de haber
encontrado un nimero de garrapatas hembra menor al himero de machos obtenidos (Cuadro 4) en
tres de las cuatro etapas de muestreo (12, 3@y 42Etapa), lo cual pudo estar dado por el hecho de que
los machos de R. sanguineus pasan toda su vida adulta en el hospedador, en contraste con la hembra,
quien una vez que copulan y se alimentan (6 a 50 dias) baja del hospedero canino para ovopositar un
promedio de 4 000 huevos recubiertos por una sustancia que los mantiene hidratados hasta su
eclosion, la cual puede tardar hasta 7 meses dependiendo de la temperatura y humedad relativa (Hugh-
Jones et al., 1992; Walker et al., 2014; Witter et al., 2012).

La razon por la que el nimero de ninfas obtenidas en los perros fue significativamente mayor en
la 4% Etapa (Cuadro 4) puede deberse a que la metamorfosis de larva a ninfa necesita para ocurrir un
minimo de temperatura de 14 °C, y que el aumento de la temperatura media propicia la aceleracion
del proceso de cotoquia, aumentando por ende el nimero de ectoparasitos (Lopez-Vélez y Moreno,
2005). Esto fue comprobado en un estudio realizado Koch y Tuck (1986) quienes mantuvieron
estados ninfales de R. sanguineus bajo diferentes gradientes de temperatura (10-35 °C) para la muda.
Esto demostré que las larvas y ninfas pudieron mudar con un éxito del 86 % y el 98 %

respectivamente, en condiciones de temperatura por encima de 10 °C.

Después de realizar una comparacion entre los porcentajes de prevalencia de R. sanguineus en
perros domésticos con la temperatura media en la etapa de muestreo se observd coémo
simultdneamente cuando disminuia y aumentaba la temperatura media en cada etapa, habia una
reduccidn e incremento en la prevalencia de garrapatas respectivamente (Figura 7). También se puede
apreciar en la Figura 7 como los niveles mas altos de prevalencia (3" y 4% Etapa) coinciden con las
etapas de muestreo mas calidas del periodo de estudio y donde la temperatura media oscilé entre los
22 °C y los 30 °C. A su vez, la actividad parasitaria de R. sanguineus en perros domésticos fue muy
baja con temperaturas medias en la etapa inferiores a los 11 °C, lo cual coincidié con la 1ra'y 2% Etapa
(Figura 7).

Como es posible apreciar en la Figura 7, las prevalencias de R. sanguineus en perros domésticos
durante las Ultimas etapas de muestreo (3@ y 4% Etapa) fueron muy similares (valor P=0.69) con un

valor de yi?>= 0.1514. La 32 y 42 Etapa representan a las épocas mas calidas de muestreo y donde el
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promedio de la temperatura en la etapa oscilé entre los 21 °C y los 29.5 °C. Esto se debe a que esta es
la temperatura ideal para la fijacion al huésped, reproduccién y eclosion de sus huevecillos (Dantas-
Torres, 2010).
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Figura 7. Prevalencia de R. sanguineus en perros domésticos y temperatura media por etapa
de muestreo 2018-2019. En la figura se muestra el porcentaje de prevalencia de R.
sanguineus en cada una de las etapas de muestreo: 1% Etapa (oct-nov/2018); 2% Etapa (ene-
feb/2019); 3 Etapa (abr-may/2019); 42 Etapa (jul-sep/2019). Error estandar y tendencia
(Linea roja) yi2=14.11.

No se encontraron diferencias significativas en las prevalencias de R. sanguineus en perros
domésticos mediante la prueba de Fisher (valor P=1) entre la 1 y 2% Etapa de muestreo. En estas
etapas se presentaron promedios de temperatura inferiores a los 11 °C la actividad parasitaria en perros
de compafiia fue casi inexistente, encontrandose solo cuatro y dos perros positivos a garrapatas, de
los 83 y 52 perros domésticos muestreados durante las dos primeras etapas, para obtener una
prevalencia de este ectopardsito en perros domésticos del 4.8 % y del 3.85 % para cada etapa

respectivamente.

Aunque, fue posible encontrar diferencias altamente significativas, obteniéndose una xi?=14.11y
un valor P=0.000 2 entre las etapas mas frias (1@ Etapa de oct-nov/2018 y 2% Etapa de ene-feb/2019),

donde la media de la temperatura se mantuvo por debajo de los 11 °C, y las etapas de muestreo mas
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calidas (3 y 4% Etapa) donde hubo un promedio de temperatura superior a los 25 °C. Estos resultados
se deben a que durante el invierno las larvas y ninfas de R. sanguineus no se fijan al huésped y los
adultos tienden a disminuir su actividad y pasar a un estado de dormancia, aungue aun no esta claro
si este estado de dormancia es una conducta de la garrapata como respuesta al cambio de clima o un
estado de inactividad por las bajas temperaturas (Alcaino et al., 1990; Dantas-Torres, 2010; Gray et
al., 2013).

A su vez, existen estudios llevados a cabo en regiones con medias de temperatura superiores a los
35 °C en meses de otofio (Arizona) en donde la mayor prevalencia de garrapatas en perros se encontrd
entre los meses de noviembre a enero (78.50 %) (McQuiston et al., 2011), contrastando con los
resultados obtenidos en el presente estudio, debido a que Ciudad Juarez presenta temperatura
promedio mensuales mayores a los 14 °C y hasta los 18 °C (INEGI, 2017a) lo cual es una temperatura
donde puede haber una aumento de la actividad de R. sanguineus (Dantas-Torres, 2010).

Con respecto a las prevalencias presentadas bajo similares condiciones, en un estudio llevado a
cabo en Ciudad Juarez durante el 2016, aunque en diferente tipo de poblacion de perros, los mayores
niveles de prevalencia de garrapatas en perros condicion calle encontrados por Castafidon (2016)
fueron en meses que presentaron una media de temperatura mensual célida (>22 °C), al igual que los

resultados obtenidos en la presente investigacion.

6.1.2. Distribucion espacial de R. sanguineus en perros domésticos

Las unidades muestrales (perros domésticos) positivos a garrapatas presentaron una distribucién
espacial aleatoria (valor P=0.48) mediante el anélisis del vecino mas préximo (Figura 8). Estos
hallazgos en la disposicion espacial de los perros domésticos positivos a garrapatas sugieren una

distribucion aleatoria o al azar de perros domésticos infestados por este ectoparasito.

Teniendo en cuenta las diferencias obtenidas en el analisis espacial y con la prueba de yi? (P=0.000
2) en la prevalencia de R. sanguineus entre las etapas mas frias y las etapas mas calidas de muestreo
(Figura 7), se puede decir con un 95 % de confianza que las diferencias en la prevalencia de garrapatas
en los perros domésticos son el resultado del efecto de la época y no de factores asociados a

determinadas areas de la ciudad que propicien la infestacion por este ectoparasito.

También pareciera que los perros que presentaron mayor carga parasitaria se encontraban hacia la
zona Sureste y zonas periféricas del Sur de la ciudad (Figura 8), pudiendo ser un indicativo de una

mayor densidad poblacional de garrapatas en esas areas de Ciudad Juérez.
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Figura 8. Distribucion espacial de perros domésticos positivos a R. sanguineus en Ciudad
Juarez. En rojo se muestran los perros positivos a garrapatas y los nimeros indican la

cantidad de garrapatas R. sanguineus con que contaba el perro al momento del muestro.

Segun los datos del LCCA-UACJ (2019) durante las primeras dos etapas de muestreo (octubre a
noviembre del 2018 y enero a febrero del 2019), la temperatura media se mantuvo por debajo de los
11 °C con temperaturas minimas de hasta -3 °C aproximadamente para la época de enero a febrero
del 2019. En las ultimas etapas de muestreo la temperatura media oscil6 entre los 18.5 °C y los 22.5
°C para los meses de abril a mayo del 2019 (3" Etapa de muestreo) y hubo una oscilacién de 5 °C en
la media mensual de la época de julio a septiembre de 2019 (4% Etapa de muestreo) con promedio
mensual de 30 °C. Estos datos se pueden ver reflejados en los mapas de temperatura media de la Figura
9, donde se puede apreciar como en la 32 Etapa (Figura 9 A) a pesar de que la prevalencia de
garrapatas en perros domeésticos tiene una distribucién espacial de tipo aleatoria (P=0.34) se pudo
comprobar mediante una elipse de desviacion estandar que la actividad parasitaria de R. sanguineus
presenta una tendencia direccional del centro al oeste de la ciudad, lo cual coincide con las zonas

donde segun informa el LCCA-UACJ (2019) se presentd un gradiente de temperatura media méas
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calido (22 °C) con respecto a las areas del Este de Ciudad Juarez donde el promedio de temperatura

mensual se mantuvo alrededor de los 18 °C en igual época.
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Figura 9. Distribucion espacial de perros domésticos positivos a R. sanguineus con elipse de
tendencia y temperatura media por zonas de Ciudad Juarez 3 Etapa (A) y 42 Etapa
(B). En la figura se muestra hacia donde se encuentra la tendencia de R. sanguineus en perros
domésticos segun el gradiente térmico en la etapa: 3% Etapa (A) (abr-may/2019) con un
gradiente térmico medio en la etapa de 18 °C a 22 °C y 4% Etapa (B) (jul-sep/2019) con un
gradiente térmico medio en la etapa de 25 °C a 31 °C.

Los resultados en la 3" Etapa contrastan con lo obtenido durante la 4 Etapa de muestreo (Figura
9, B) en la que de manera individual no presentd una disposicion espacial de tipo aleatoria, sino una
dispersion (valor P=0.005 y Z=2.801 585) de perros domésticos positivos a R. sanguineus a lo largo
de toda la ciudad. En esta Gltima etapa la elipse de desviacion estandar presentd una tendencia que
abarca tres cuartas partes de la ciudad (Figura 9 B) desde el sureste hasta el noroeste. En estos
resultados encontrados durante esta Ultima etapa de muestreo se destaca que el LCCA-UACJ (2019)
reportd un gradiente de temperatura media en la etapa superé los 30 °C. Esto sugiere que los niveles

de prevalencia de R. sanguineus en perros depende mayoritariamente de la temperatura y no de una
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época especifica, asi como del promedio de temperatura en cada area o zona de la ciudad. A su vez,
estos datos de temperatura reportados por el LCCA-UACJ (2019) demuestran que R. sanguineus tiene
una alta sensibilidad a los cambios de temperatura y que tan solo un aumento de 2 °C en el promedio
de la temperatura condiciona una mayor agresividad y voracidad de este ectoparasito, trayendo
consigo un aumento en la poblacién de esos artrépodos mediante la disminucion del periodo de
incubacion de los huevecillos (~7 a 21 dias) y extendiendo el periodo estacional de transmisidn de
patdgenos (Lbépez-Vélez y Moreno, 2005; Witter et al., 2012).

Este analisis en la distribucién espacial de los perros domésticos positivos a R. sanguineus no pudo
ser realizado en las dos primeras etapas de muestreo (1 Etapa: oct/2018 a nov/2018 y 2% Etapa:
ene/2019 a feb/2019), debido al bajo nimero de perros positivos encontrados en cada una de las etapas

por separado (Cuatro y dos, respectivamente).

6.2. Prevalenciay riesgo asociado a fiebre manchada

6.2.1. Prevalencia de Fiebre Manchada en perros domésticos y en pools de R. sanguineus

La Figura 10 muestra un gel electroforético representativo del diagnéstico molecular para
identificar muestras positivas a Fiebre Manchada, mediante la amplificacién de un fragmento del gen
codificante para la proteina transmembranal OmpA, representado por la amplificacion mediante PCR

de una banda de peso molecular de 532 pb.

La prevalencia de Fiebre Manchada de perros domesticos de Ciudad Juarez obtenida mediante la
amplificacion del fragmento OmpA: fue de 22.01 % (70/318). Con respecto a los 58 pools de
garrapatas procesados, 54 fueron positivos al gen OmpA lo cual representd una prevalencia general

del 82.54 % del gen en pools de R. sanguineus (Cuadro 5).
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Figura 10. Analisis electroforético de los productos de amplificacion de un fragmento del gen
OmpA como diagndstico molecular de Fiebre Manchada. Gel electroforético de agarosa al
2.2 % 20.2 mg/mL. Carriles: 1) Amplicon control positivo de 532 pb, 2) Control negativo, 3)
Marcador de peso molecular de 100 pb, 4) al 7) Muestras problema.

Estos reportes de prevalencia de Fiebre Manchada (Cuadro 5) obtenida en perros domésticos de
Ciudad Juéarez (22.01 %) coincide con el ultimo reporte del gen OmpA en poblaciones de perros en
Ciudad Juarez durante el 2016 en el cual se reportaron prevalencias del 29.85 % en sangre de perros

condicion calle por Castafiéon (2016).

En el Cuadro 5 se observa que la 2% Etapa de muestreo (ene-feb/2019) fue el periodo donde se
obtuvo la menor prevalencia de Fiebre Manchada (Cuadro 5) coincidiendo con la etapa de menor
prevalencia de garrapatas en perros domésticos, asi como la de menor temperatura media (Figura 7).
También se destaca la 3" Etapa de muestreo (abr-may/2019) como la que presentd mayor prevalencia
de Fiebre Manchada en perros doméstico con 29.90 % (29/97). Estos resultados fueron los Unicos que
alcanzaron la cifra de casi 30 % de prevalencia de FM encontrada por Castafién (2016) en similar
etapa de muestreo y bajo similares condiciones ambientales, lo cual indica que los perros no solo
estan jugando un importante papel como hospedadores de patdgenos causantes de Fiebre Manchada,
sino que podrian estar sirviendo como amplificadores de estos patégenos rickettsiales (Raoult y
Walker, 1991; Weiss y Moulder, 1984).

A su vez, también se observa cémo en la 1 y 4% Etapa de muestreo (oct-nov/2018 y jul-sep/2019)
se presentaron prevalencias muy similares (20.93 %y 20.48 %) de Fiebre Manchada en 83y 86 perros

domeésticos, respectivamente. Estas prevalencias se obtenidas se hallaron por encima del 20 % (17/83
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y 18/86) (Cuadro 5), aspecto que llama la atencion debido a que estos niveles de prevalencia han sido
reportados solamente mediante diagnéstico seroldgico de ELISA o IFI y en zonas donde esta
enfermedad es considerada endémica (L6pez, 2017) como lo son los municipios de Petrolina y
Juazeiro en Brasil, donde fueron reportados por Araes-Santos et al. (2015) que el 12.1 % de los perros
(61/504) seropositivos a al menos a una especie de Rickettsia; en estos resultados obtenidos en Brasil
se observo a su vez un alto porcentaje de reactividad cruzada, ya que 51 (83.6 %) de los 61 perros
seropositivos reaccionaron a dos o mas especies de Rickettsia. Estas se distribuyeron de la siguiente
manera: 35 muestras de suero de perros mostraron reacciones cruzadas con Rickettsia rhipicephali y
R. rickettsii, 23 mostraron reacciones cruzadas a R. rhipicephali y R. parkeri y 31 mostraron
reacciones cruzadas con antigenos de R. rhipicephali y R. amblyommii. Finalmente, 23 perros
reaccionaron tanto a R. bellii (no pertenece al GFM) con al menos un agente del GFM (R. parkeri, R.
rickettsii, R. rhipicephali o R. amblyommii) lo que indica la circulacion de agentes rickettsiales en la
poblacion de perros de la zona, aunque cabe resaltar que debido a las frecuencias con que se observo
reacciones cruzadas con agentes que no pertenecen al GFM, es muy posible que la prevalencia a FM
sea aun menor.

Cuadro 5. Prevalencia del fragmento OmpA: en pools de R. sanguineus y en sangre de perros
domeésticos de Ciudad Juarez, Chihuahua por etapa de muestreo.

Muestreo Pools de R sanguineus Perros _d_omésticos
% (n positivos/n total) % (n positivos/n total)
' (1%Etapa) 0 (0/6) ' 20.4 (17/83)
(2% Etapa) 100.0 (2/2) 11.5 (6/52)
(3@ Etapa) 96.1 (25/26) 29.90 (29/97)
(4% Etapa) 87.5 (21/24) 20.9 (18/86)
Total 82.5 (54/58) 22.0 (70/318)

*11a Etapa (oct-nov/2018); 292 Etapa (ene-feb/2019); 37 Etapa (abr-may/2019); 42 Etapa (jul-sep/2019). P=0.1

A pesar de los niveles de seroprevalencia obtenidos por Araes-Santos et al. (2015), a diferencia
de este estudio, no encontraron perros positivos mediante el diagndstico por PCR en 504 perros
muestreados en areas urbanas y rurales de dos municipios. Esto puede deberse a efectos culturales de
introduccidn de perros y razas caninas de otras regiones del pais (México) donde no esta presente este

sindrome en la poblacidon de perros domésticos, a diferencias de algunas regiones endémicas como lo
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son Brasil y Estados Unidos de América, en las cuales es posible crear inmunidad en la poblacién de
canidos mediante una previa exposicion a esta patologia (Clements et al., 1983; Norment y
Burgdorfer, 1984).

También al igual que en esta investigacidn, niveles de prevalencia de Rickettsiosis canina
superiores al 20 % fueron reportados en Uruguay y en la regién brasilefia fronteriza con Uruguay, por
los grupos de investigadores Krawczak et al. (2016) y Lado et al. (2015) quienes reportaron
aproximadamente un 20 % de prevalencia de fiebre manchada en 1 000 y 137 perros domésticos
muestreados, respectivamente. El hecho de que las prevalencias obtenidas en el presente estudio
mediante PCR sean similares a las obtenidas por serologia en zonas consideradas endémicas para la
FM, indica que hay una alta circulacién de estos patdgenos en la poblacion de perros domésticos. Lo
anterior es un Ilamado de alerta al sistema de vigilancia epidemioldgica, ya que al ser los perros,
animales catalogados como centinelas de esta y muchas otras patologias, alertan del riesgo al cual
esta expuesta la poblacion, principalmente los grupos etarios de 5 a 9 afios de edad (Alvarez y
Contreras, 2013).

No obstante, en paises como Brasil, Colombia y Costa Rica, donde esta patologia rickettsial se
considera endémica, se han reportado niveles de prevalencia de Rickettsias pertenecientes al GFM en
garrapatas desde el 1.1 % hasta el 3.9 % (Araes-Santos et al., 2015; Faccini Martinez, 2014; Sangioni
et al., 2005), las cuales son prevalencias muy inferiores a las que se reportan en México, y
especialmente a los resultados obtenidos en la zona norte del pais donde las prevalencias de
Rickettsias en garrapatas R. sanguineus van desde el 4 % hasta casi un 30 % de prevalencia reportadas
por Tinoco-Gracia et al. (2009); Castillo- Martinez et al. (2015) y Fritz et al. (2012). A su vez,
resultados similares a los obtenidos en el presente estudio en cuanto a la prevalencia de Rickettsias
pertenecientes al GFM en garrapatas fueron reportadas por Beeler et al. (2011) en la zona fronteriza
del suroeste americano. Estos investigadores reportaron en abril del 2008 tras un reporte de FM, 32
de 50 R. sanguineus recolectados en el patio de una vivienda dieron positivo por PCR para ADN
procedente de bacterias pertenecientes al GFM utilizando para el diagndstico molecular el fragmento
OmpA: y la subsiguiente secuenciacion a partir de garrapatas positivas, lo que arroj6 una prevalencia
del 64 % de esta patologia en garrapatas. A su vez estos investigadores también reportaron
prevalencias superiores al 80 % en garrapatas provenientes de perros mediante la amplificacién del
fragmento OmpA;. Estos resultados demuestran que a pesar de que los niveles de prevalencias de
Rickettsias pertenecientes al GFM son bajos en la mayoria de los reportes de Brasil, Colombia, Costa
Rica, México y los Estados Unidos de América (Krawczak et al., 2016; Moreira-Soto et al., 2016;

Cuitun Borges et al., 2015; Peniche Lara et al., 2014; Pacheco et al., 2011;), el diagnostico molecular
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en determinadas poblaciones puede aumentar considerablemente los niveles de prevalencia. Esta
afirmacion se debe al hecho de que en esta investigacion, al igual que en el estudio realizado por
Beeler et al. (2011) se reportan niveles de prevalencia de ADN del GFM en R. sanguineus superiores
al 80 %. Estos valores encontrados pueden deberse al tipo de poblacién bajo estudio, ya que a
diferencia de la investigacion realizada en Ciudad Juéarez por Castafion (2016), en la cual se
recuperaron ectoparasitos de perros condicion calle, en el presente estudio se realizo el diagnéstico
molecular del gen OmpA en pools de garrapatas provenientes de perros domeésticos que fueron
llevados a clinicas veterinarias de la ciudad. Por lo cual, aumenta la probabilidad de muestrear
garrapatas provenientes de perros que cursaron recientemente o se encuentran cursando este sindrome

hemorragico.

Cabe destacar también que en esta investigacion no se encontraron diferencias estadisticamente
significativas en el diagndstico molecular de Fiebre Manchada en perros domésticos mediante la
amplificacion del fragmento OmpA: con las etapas de muestreo por separado (P=0.1) asi como entre
las dos primeras y las dos Ultimas etapas (P=0.09). No obstante, si fue posible encontrar diferencias
significativas (P=0.03) entre las etapas de muestro con temperaturas mas frias (oct-nov/2018 y ene-
feb/2019) y la 3% Etapa de muestreo (abr-may/2019), la cual presentdé medias de temperaturas que
oscilaron entre los 18.5 °C y los 22.5 °C, con la presencia de Fiebre Manchada en perros domésticos
(Cuadro 5).

Solamente un pool de garrapatas ninfas conformado por dos especimenes de la 12 Etapa fue
negativo al gen OmpA (Cuadro 6). También fue negativo a este gen un pool conformado por un
macho adulto proveniente ambos del mismo perro negativo a Fiebre Manchada. A pesar de haberse
obtenido poco mas del 50 % garrapatas macho (Cuadro 4) y un total de 9 pools més a los obtenidos
en las garrapatas hembra durante el estudio, el porcentaje de prevalencia del gen OmpA encontrado

en los pools de garrapatas hembra fue mayor en casi un 6 % (Cuadro 6).

Otro aspecto que resalta es que a pesar de haberse obtenido mas del 50 % de garrapatas macho
(Cuadro 4), y un total de nueve pools méas a los obtenidos en las garrapatas hembra durante el estudio,
el porciento de prevalencia del gen OmpA encontrado en los pools de garrapatas hembra fue mayor
en casi un 6 % (Cuadro 6), lo cual aumenta el riesgo a FM debido a que R. sanguineus ovoposita
como promedio 4 000 huevos que al eclosionar, son capaces de transmitir esta enfermedad en

cualquiera de sus estadios (Dantas-Torres, 2010; Gray et al., 2013).

A su vez resalta que no fueron encontrados pools positivos y negativos simultaneamente en un

mismo perro muestreado durante ninguna de las etapas.
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Cuadro 6. Prevalencia del fragmento OmpA; en pools de R. sanguineus segun el sexo y estadio

evolutivo.
Pools de ninfas  Pools de adultas & Pools de adultas ¢ Total
Etapa % (n positivos/n % (n positivos/n % (n positivos/n % (n positivos/n
total total total total
1" Etapa 0 (0/1) 0 (0/3) 0 (0/2) 0 (0/6)
)% Etapa - 100 (1/1) 100 (1/1) 100 (2/2)
3" Etapa 100 (1/1) 93.33 (14/15) 100 (10/10) 96.15 (25/26)
4 Etapa 100 (5/5) 81.81 (9/11) 87.50 (7/8) 87.50 (21/24)
Total 85.71 (6/7) 80 (24/30) 85.71 (18/21) 82.54 (54/58)

*11a Etapa (oct-nov/2018); 292 Etapa (ene-feb/2019); 37 Etapa (abr-may/2019); 42 Etapa (jul-sep/2019).

6.3. Factores de riesgo asociados a la Fiebre Manchada

Como se observa en el Cuadro 7, se encontr6 que la probabilidad de presentar Fiebre Manchada
en los perros domésticos es de 1.83 (OR 1.045, IC 1.045-3.20) para aquellos que no habian sido
sometidos a una desparasitacién (P<0.05), lo cual concuerda con lo reportado por Pacheco-Solano et
al. (2019) quien recientemente reporté en Costa Rica altas infestaciones de Rickettsia spp. en perros

gue no habian sido tratados previamente contra garrapatas.

Aunque en esta investigacion no se encontré asociacién con el tipo de desparasitacion. También
se observé que los perros de hasta cinco afios tenian 1.98 (OR 1.98, IC 1.023-3.85) mas
probabilidades de ser positivos a Fiebre Manchada que los perros con mas de cinco afios (Cuadro 7),
por lo cual se puede decir con un 95 % de confianza que la edad inferior a los 5 afios es un factor de
riesgo a la presentacién en perros de esta patologia. Este resultado concuerda con lo reportado por
Castafién (2016), en un estudio similar, pero en perros condicién calle, aunque, a diferencia de este
altimo autor, y de lo reportado por Foley et al. (2019), donde se reporta una asociacion significativa
de estas variables con la presencia de OmpA, en el presente estudio no se encontré asociacion con la
condicion corporal y el estado de animo de los perros. Otros estudios de riesgo también reportan

diferencias con lo reportado por Castafion (2016) y los resultados obtenidos en esta investigacion.
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Esto se puede apreciar en un estudio llevado a cabo en Costa Rica por Pacheco-Solano et al. (2019)
quienes reportaron en un analisis de riesgo en perros mediante la utilizacion de diagnostico seroldgico
que las edades hasta siete afios en los perros tenian méas probabilidad de padecer esta patologia
rickettsial. Estas diferencias encontradas se deben al método diagndstico utilizado, ya que los estudios
realizados en Ciudad Juarez reportan la presencia de estos patdgenos circulantes en sangre y el reporte
hecho en Costa Rica sugiere que los perros adultos con altos titulos de anticuerpos cursaron este
sindrome hemorragico a temprana edad, creando altos titulos de anticuerpos que le permitieran

mantenerse inmunes a la FM.

Cuadro 7. Factores de riesgo asociados a la presencia de Fiebre Manchada en perros domésticos

de Ciudad Juarez.

Variable Positivos Tota] Frecuencia  Odds Ratio Intervalo de Valor
OmpAl (%) (OR) confianza 00.05 deP
Sin desparasitacion 27 88 28.03
1.83 1.045 3.20 0.032
Con desparasitacion 44 226 71.97
Edad
0.1 -5 afios 54 215 70.49
1.98 1.023 3.85 0.040
Edad 13 9 2951
> 5 aflos
12y 29 Ftapa 24 135 17.78
0.50 0.27 0.94 0.030
3 Etapa 29 97 29.900
Con tratamiento de
Antibiotico 12 102 32.90
0.33 0.171 0.66 0.001
Sin tratamiento de 59 208 67.10

Antibiotico

*1r2 Etapa (oct-nov/2018); 29 Etapa (ene-feb/2019); 3% Etapa (abr-may/2019); 42 Etapa (jul-sep/2019).

De esta misma, forma no se encontré una asociacion entre el diagnéstico de Fiebre Manchada con
las variables de condicion corporal, estado de &nimo, habitat, frecuencia respiratoria, frecuencia
cardiaca, temperatura, especies con las que convive, perros en los alrededores y que pululan la zona,
area de diversion y paseo, tipo de vivienda, frecuencia con que se realizan las fumigaciones; y a pesar

de no haberse obtenido asociacion con el tipo de antibioticos con que fueron tratados algunos de los
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perros, se pudo encontrar asociacion entre la presencia del gen OmpA 'y el tratamiento con antibiético
para P=0.01.

Debido a que la Razén de momios (Odds Ratio) para la variable uso de antibi6tico fue igual a 0.33
se puede decir con un 99 % de confianza que el uso de antibi6tico actia como un factor de proteccion
para la Fiebre Manchada en perros de compafiia. Este efecto protector se debe a la alta sensibilidad
gue presentan estos patdgenos a las tetraciclinas, las cuales son uno de los antimicrobianos més usados
en Ciudad Juarez debido a los altos niveles de prevalencia de Ehrlichia spp. (Allison y Little, 2013;
Castafion, 2016; Llop et al., 2001).

Este mismo efecto protector fue obtenido al analizar las dos primeras etapas de muestreo (12y
2% Etapa) con la 3™ Etapa donde la media de la temperatura en la etapa fue superior a los 25 °C. Por
lo planteado con anterioridad se puede decir con un 95 % de confiabilidad que existe la mitad del
riesgo de Fiebre Manchada en las épocas mas frias (Cuadro 7).

Muchos autores reportan como factores de riesgo a FM la residencia de los perros en zonas rurales
y el habitat de estos en jardines o pastizales (Da Cunha et al., 2014; Melo et al., 2011) ,lo cual no
tuvo una asociacion significativa en el presente estudio al evaluar el diagnostico positivo a OmpA; y
el area en que vivia el perro (patio o jardin). Algo similar a estos resultados sucedi6 en Veracruz,
donde Lopez (2017) no pudo encontrar asociacion significativa entre del diagndstico positivo de FM
y la exposicién del perro a otros ambientes fuera de la casa. Estos resultados en conjunto con los
resultados anteriores sin asociacion, asi como las asociaciones obtenidas en cuanto a la
desparasitacion sugieren que, en un area urbana, la exposicion de los perros a zona abiertas como

patios, jardines, calles o parques no influye sobre la presencia de FM.

Mas recientemente, en un estudio realizado por Foley et al. (2019) en el municipio de Mexicali,
se encontrd que, al igual que en este estudio, la infestacion por garrapatas R. sanguineus o la no
utilizacién de productos desparasitantes en perros domésticos es un factor de riesgo a la presentacion
de la FM. Esto se debe a que es la garrapata la responsable de la transmision de la FM y su presencia

aumenta considerablemente el riesgo al padecimiento de esta patologia en el perro.
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6.4. Distribucion espacial y zonas de riesgo

6.4.1. Distribucién espacial Fiebre Manchada en perros domésticos

La distribucién espacial del total de perros domésticos positivos y negativos al diagndstico
molecular de FM mediante la amplificacion del fragmento OmpA; de 532 pares de base, se muestra

en la Figura 11.
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Figura 11. Distribucion espacial de Fiebre Manchada en perros domésticos de Ciudad Juarez.
En el mapa se muestran la distribucién espacial del total de perros domésticos muestreados
(n=318) durante las cuatro etapas de muestreo en el periodo de oct/2018 a sep/2019. Los
perros positivos al gen OmpA (n=71) se muestran de color rojo y los casos de perros negativos

(n=247) se muestran de color negro.

De los 318 perros muestreados y georreferenciados en el mapa de la Figura 11 se observan un total

71 que resultaron positivos a FM y 247 que resultaron negativos al diagnostico molecular.

Al realizarse un analisis de la distribucién espacial de los casos positivos al gen OmpA mediante

la herramienta Indice de vecino mas proximo y utilizandose un nivel de significacion de 0=0.05, se
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obtuvo que tres de las cuatro etapas (1%, 2% y 4% Etapa) presentaron una dispersion de casos positivos
a Fiebre Manchada por toda la ciudad (Figura 12 A, C y B). En este sentido, la obtencién de estas
puntuaciones en tres de las cuatro etapas de muestreo sugiere que la presencia de este gen en la
poblacién de perros de compafiia es producto de la influencia de factores de riesgo que propician la

aparicion de este en la poblacion.
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Figura 12. Distribucion espacial del gen OmpA y R. sanguineus en perros domésticos de Ciudad
Juarez. Mapa A) 1% Etapa; Mapa B) 4% Etapa, Mapa C) 2% Etapa, Mapa D) 3 Etapa.

Esta dinamica no fue igual en la 3 Etapa de muestreo (Figura 12 D), donde se present6 una
distribucion aleatoria y a su vez se obtuvo el mayor nimero de unidades muestrales (n=97) asi como
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el mayor nimero de casos positivo a Fiebre Manchada (n=29) y donde la temperatura media oscil6
entre los 18.5 °C y los 22.5 °C segln datos del LCCA-UACJ (2019).

Asi mismo se destaca que el habitat de estos perros muestreados son en su mayoria zonas donde
segun el INEGI (2010) existe la mayor densidad poblacional de Ciudad Juérez (Figura 12). Teniendo
en cuenta los resultados de prevalencia obtenidos en este estudio (82.54 %) con un total de 54 pools
positivos de los 58 muestreados (Cuadro 6) en estas areas existen una alta prevalencia de garrapatas
gue pudieran estar actuando como reservorio y vector de bacterias causantes de FM. Esto representa
un alto riesgo para la poblacion humana, principalmente para los mas jovenes (Alvarez y Contreras,
2013).

No fue posible obtener un diagnéstico positivo a Fiebre Manchada en sangre de perros que al
mismo tiempo fueran positivos también a garrapatas R. sanguineus en las dos primeras etapas de
muestreo (oct-nov/2018 y ene-feb/2019) y en la 4% Etapa (jul-sep/2019) solo el 25 % (6/24) de la
sangre de los perros con diagnéstico molecular positivos a Fiebre Manchada, fueron también
positivos al vector R. sanguineus cdmo se puede apreciar en la Figura 12 (B). Solo fueron negativos
al gen OmpA dos pools de garrapatas provenientes de la sangre de un mismo perro diagnosticado
molecularmente como positivo a Fiebre Manchada.

El resto de los perros domésticos positivos a R. sanguineus en la 4% Etapa (11) fueron negativos a
Fiebre Manchada, a pesar de que solamente las garrapatas de uno de ellos resultasen negativas al gen
OmpA. Esta misma dinamica se present6 en la 3" Etapa (abr-may/2019) donde solo el 20.6 % (6/27)
de los perros positivos a Fiebre Manchada fueron también positivos a R. sanguineus. De los pools de
garrapatas provenientes de estos perros positivos a Fiebre Manchada, uno (1/6) resulto negativo al
gen OmpA, mientras que en los restantes pools (21) provenientes de perros domésticos negativos a

Fiebre Manchada (11) fueron positivos al gen.

6.4.2. Zonas de riesgo a Fiebre Manchada

Para la identificacion de las zonas que presentan un mayor riesgo a esta patologia se utiliz6 como
centinelas a los perros domésticos mediante el diagnostico molecular del gen OmpA en DNA
sanguineo de estos, después se realizd el mapeo de estos con el diagnéstico molecular de FM, luego
de lo cual se procedi6 a realizar una interpolacion y de esta manera se identifico las zonas de riesgo
alaFM.
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Segun el anélisis estadistico espacial de los perros positivos a Fiebre Manchada por etapa de
muestreo, las zonas de riesgo identificadas se encuentran dispersas en Ciudad Juarez. A pesar de estos
resultados, se puede observar en la Figura 13 A y B, que en las épocas con temperaturas promedio
mensual de 3 °C hasta los 11 °C (1 Etapa: oct-nov/2018 y 2% Etapa: ene-feb/2019) las zonas que

presentaron un mayor riesgo a esta patologia fueron las areas del Norte y el Noreste de la ciudad.

El Paso, TX.
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Figura 13. Zonas de riesgo a de Fiebre Manchada por etapa del afio segin el diagndéstico
molecular en perros domésticos 2018-2019. En la figura se muestra una interpoblacion
(IDW) entre perros positivos y negativos a FM por etapa: mapa A: 1@Etapa, mapa B: 29 Etapa,
mapa C: 3 Etapa y mapa D: 42 Etapa donde se observa una gradiente de color indicado las
zonas con mayor riesgo (Rojo) y las zonas que presentan una menor probabilidad de contagio

(Azul) a FM segun la etapa. Los centroides muestran el grado de densidad poblacional humana.
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A su vez, en las etapas mas calidas del afio (3™ Etapa: mar-abr/2019 y 4% Etapa: jul-sep/2019)
donde se registrd una temperatura promedio mensual que va desde los 20 °C hasta los 30 °C se
destacan las zonas periféricas, el Sur y el Sureste de Ciudad Juarez como las que muestran mayor
riesgo a la presentacion de Fiebre Manchada. También se puede ver en la Figura 13, cémo estas zonas
de riesgo coinciden con areas donde se presenta una alta densidad de poblacion humana segln datos

proporcionados por el INEGI (2010) en el censo poblacional del 2010.

Este mismo tipo de relacion entre las enfermedades transmitidas por garrapatas o garrapatas de
cuerpo duro (Acari: Ixodidae) y la temperatura fue reportada también por Estrada-Pefia et al. (2004);
James et al. (2013) quienes indicaron al componente temporal como esencial en la distribucion de las
garrapatas y de las enfermedades transmitidas por ellas. Este hecho resalta la necesidad de
comprender y cartografiar mejor la propagacién de estas poblaciones, para evaluar el riesgo de
amplificacion y propagacion de infecciones transmitidas por este vector. Esta vigilancia espacial de
las garrapatas con la comparacion de datos que permitan el seguimiento de las tendencias a nivel de
la poblacional propiciara un sistema de alerta temprana ante el riesgo a la presentacion de FM y otras
las enfermedades transmitidas por garrapatas (Medlock et al., 2013).

En este sentido, los mapas de riesgos disefiados para la FM en perros domésticos (Figura 13) son
de gran ayuda para reducir el riesgo de exposicion a FM y predecir la prevalencia y distribucion de
patdgenos en el futuro bajo determinadas condiciones ambientales. Este aspecto concuerda con James
et al. (2013) quien plantea que los modelos de sistemas de informacion geogréaficos que aplican la
interpolacion para la evaluacién del riesgo y que ademas utilizan las condiciones ambientales
asociadas a la abundancia de garrapatas y la prevalencia de patdgenos, son determinantes en la

prediccién de las enfermedades transmitidas por garrapatas.

Al igual que en el presente estudio, Perrin (2017) en el Reino Unido, después de realizar un
muestreo de garrapatas y el diagnéstico molecular de enfermedades transmitidas por estos
ectoparasitos, también propuso utilizar la interpoblacion de positivos y negativos como alternativa

para el disefio de mapas de riesgo en la prediccion de enfermedades transmitidas por garrapatas.
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7.  CONCLUSIONES

Los perros domésticos de Ciudad Juarez presentaron una prevalencia estacional de R. sanguineus del
12.50 % destacandose la etapa de julio a septiembre del 2019 como la de mayor prevalencia con 19.77
% y las etapas de octubre a noviembre del 2018 y de enero a febrero del 2019 como las de menor
prevalencia de R. sanguineus. Los niveles de prevalencia de Fiebre Manchada en perros domesticos
fueron del 22.01 % y del 82.54 % en pools de R. sanguineus. Asi mismo se destacan las épocas mas
calidas del afio, como las temporadas donde se presenta una mayor prevalencia de esta patologia. Este
estudio indica la existencia de factores de riesgo asociados a la desparasitacion y la predisposicidn en
perros jovenes a la presencia de Fiebre Manchada sin la existencia de una asociacion de Fiebre
Manchada y la condicién corporal, el estado de animo, el habitad, especies con las que convive, perros
en los alrededores y que pululan la zona, area de diversion y paseo, tipo de vivienda, y frecuencia con
que se realizan las fumigaciones. La Fiebre Manchada en perros domésticos se encuentra dispersa en
la ciudad, y la interpoblacion del diagnostico molecular produjo “mapas de riesgo” por época de
muestreo que proporcionan una herramienta de facil interpretacion para visualizar las zonas de riesgo
a la presentacion de Fiebre Manchada en la Ciudad. Estas zonas de riesgo propician informacion
traducible a estrategias y programas para el control y contencién de la enfermedad, mediante
campafias de desparasitacion y la aplicacién de medicina preventiva en la poblacion de perros de la
ciudad.
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9. ANEXO
HISTORIA CLINICA EPIDEMIOLOGICA

Esta informacion serd utilizada exclusivamente para el estudio epidemioldgico de la Fiebre Manchada en Ciudad Juarez, Chihuahua, México.

Instrucciones para el aplicador: Por favor, de respuesta a este cuestionario utilizando letra de molde y seleccione la respuesta que mejor caracterice,
segUn su criterio.

DATOS GENERALES
[APLICADOR (MVZ): | (50)FECHA(D.M.A).__/ | [HORA:
(18) NOMBRE DE LA CLINICA VETERINARIA:
NOMBRE DEL RESPONSABLE DEL PERRO:
CALLE DE LA VIVIENDA: |N0. |CALLE QUE CRUZA:
COLONIA/FRACCIONAMIENTO: |No. Teléfono/contacto:

TOTAL PERSONAS EN EL HOGAR (100): 0 a 4 afios (101): [5-9 afios (102): [10-15 afios(103):  [16-59 afios (104): |60 afios mas (105):

ANAMNESIS CLINICA

1.1. ¢Tipo de vivienda? 1.2. ¢Patio en la vivienda? Si No
1 0O
1.2.1. Tipo:
Casa [] D Jartament{T] 2 Otro 3
<Cual? Tieral[d Cemento2 [  Mixto3 [

1.3. ¢Aplicacién de fumigaciones/aspersiones?  Si No
1.1.1. ¢(ESTADO DE LAS PAREDES DE LA VIVIENDA? 1 2 O

1.3.1. ¢Frecuencia?

Ladrillos visibles 1 L_J Grietas 2 L_J Paredes conenjarre3 L | [] 1 Mensual

[ 2 Trimestral
] 3 Semestral

Otro 4L—1J ;Cual? ] 4 Anual
[ 50tra cCual?
1.4. ¢NUmero de perros en la vivienda? 1.5. ¢Ha estado enfermo durante el Gltimo afio? Si No
1 O O
No. Total 15.1. Enfermedad:
14.1. De ellos, cuantos son; [ 1 Ehrlichiosis [ 2 Anaplasmosis [CB Babesiosis
Machos 1 | J Hembras 2 | J [14 Leptospirosis ~ []5Otra Cual?
1.6. ¢Habitat normal del perro? 1.7. ¢Paseos dentro de la ciudad con el perro? Si No
1 O O
[ 1Casa [P Patio 1.71.  ;Dénde?
[J 3CasayPatio []4 Patioy calle [ 1 Calle [P Parque [P Otro(s)
[ 5 Otro ¢ Cudl? (Cudl (es)?

1.7.2. ¢Frecuencia? Diarial [J Semanal2 [] Semestral3 []

Otra4 [] ¢Cual?:

RESENA DEL PERRO

(6) Raza: |(7) Edad: ‘(8) Sexo: ’(9) Fin zootécnico: ‘(17) Motivo de la consulta:
(12) Condicién corporal: (1-5) ‘ (16) Actitud:
(13) Frecuencia Respiratoria (RPM): ‘(14) Frecuencia cardiaca (PPM): ‘(15) Temperatura corporal (°C):
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1.8. ¢Otras especies de animales en la casa?  Si No Si No
1 Od2 O 1.9. ¢Perros callejerosenlacuadra? 1 [ 2 [
1.8.1. Animales con los que convive/interactUa:
1.9.1. ¢Perros en las viviendas vecinas? 1 [] 2 [
1 Gato [J2 Cerdo [CB Caballo
1.9.2. ;Otros perros visitan la casa? 1d 20
[ 4 Ovino-Caprino  []5 Aves [I6 Otra

¢Cual?
1.10. ;Desparasitaciones? Si  No 1.10.1. ;Tipo? Interna Put-on 1.11. ;Ha tratado con antibi6ticos su mascota? Si No
_ 120 10 2 0O 1 @ O
1.10.2. Frecuencia: 1.11.1.  ¢Hace cuénto tiempo que fue tratado?
1 Trimestral Semestral Anual
u [p L 1[] 1-15dias 2 [J16 - 31 dias 3 [[B2 dias o mas
[J4o0tra
1.11.2.  (Con cuél antibittico se ha tratado?
¢Cudl?
[ 1 Enrofloxacina [J5 Sulfonamidas
[ 2 Penicilina [J6 No se
O 3 boxiciclina [J7 otra ;Cual?

[ 4 Tetraciclina

Se recomienda la inspeccidn y palpacion inmediata como técnicas principales de aplicacion durante la exploracion clinica para el presente estudio.

Con el fin de disminuir los errores que se podrian generar durante la toma de muestras para el diagnostico, se recomienda el siguiente procedimiento:
1/Conteo en ambos lados del perro, teniendo en cuenta las garrapatas perceptibles al tacto y dividiendo el cuerpo del perro en siete regiones para cada
lado de la linea alba: lomo, costillas, abdomen, miembro anterior, miembro posterior, area perianal y axila. Los totales por regidn debe ser indicados en
el lugar correspondiente del recuadro. 2/Tomar aproximadamente 2 mL de sangre de la Vena Yugular, previa antisepsia de la region, depositandola
lentamente sobre el borde del tubo vacio, sin la aguja, y con (EDTA).

Las muestras se conservaran en refrigeracion y debidamente identificada con el folio de la Historia Clinica que le corresponde, para su posterior envio al
laboratorio.

1.12.Carga parasitaria del perro, segln region del lado: 1.13. Tipo de muestra que envia:
1/ Lado Izquierda (Numero) 2/ Lado Derecho (NUmero) .
Lomo il Lomo ila []1 sanguinea O 2 Garrapata
L Costillas  __Perianal L Costillas  L—JPerianal Indicaciones del remitente:

L_JAbdomen __iCabeza L Abdomen L _ICabeza

L Miembro anterior ~ Total | L_J Miembro anterior Total

L—J Miembro posterior — L_—J Miembro posterior

CONSENTIMIENTO INFORMADO AL RESPONSABLE DEL PERRO
He sido informado(a) de la conveniencia en participar en el estudio epidemioldgico de enfermedades transmitidas por garrapata. Este estudio tiene como
finalidad conocer la distribucion espacio-temporal de la Riquettsiosis canina (enfermedad zoonoética transmitida por garrapatas) en Ciudad Juarez. Mi
participacion es completamente voluntaria y consiste en la contestacion del cuestionario, mi autorizacion para que se tome una muestra de 2 mL de sangre
del perro, y permitir que sea utilizada para estudios posteriores relacionados con este proyecto.
En relacion con los resultados obtenidos del estudio se me asegura que seran realizados de forma confidencial y se me comunicaran a mi personalmente.
Por lo tanto, otorgo en forma libre mi consentimiento.

Nombre y firma del responsable
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