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1. RESUMEN

Por tratarse de enfermedades transmitidas por vector, el ciclo de transmision de
las diferentes enfermedades rickettsiales reportadas en el estado, pudiera estar
influenciado tanto por la abundancia como por la riqueza de especies de posibles
hospederos, asi como por condiciones ambientales como la temperatura y la
humedad relativa. Se realiz6 un estudio de asociacion por medio de un analisis
de regresién entre las condiciones ambientales de temperatura y humedad
relativa registradas durante un afio y la abundancia de las diferentes especies de
ectoparasitos y roedores colectadas en las viviendas participantes del Barrio de
Santiago, Mérida, Yucatan, asi como de los porcentajes de infeccion por
Rickettsia en la época seca y lluviosa a través de una prueba de Mann Whitney
y Pearson.

Se identificaron las especies de roedores: Rattus rattus y Mus musculus y los
ectoparasitos: Ctenocephalides felis y Rhipicephalus sanguineus presentes en el
area de estudio, en todas se encontro infeccion por Rickettsia felis o Rickettsia
rickettsii.

Se determind que los porcentajes de infeccion se relacionan con la temperatura,
pero son independientes de la humedad. La abundancia de ectoparasitos esta
asociada con las variaciones de temperatura y humedad relativa, sin embargo,
se mantiene constante durante la época seca y lluviosa mientras que la
abundancia de roedores se encuentra asociada con la temperatura y presenta
variaciones entre las diferentes épocas. La infeccion esta asociada directamente
con la abundancia de ectoparasitos y roedores en la vivienda y no varia en

funcidn de las diferentes épocas.



2. INTRODUCCION

Los conocimientos tradicionales sobre las rickettsiosis, que las catalogan como
enfermedades con distribucion limitada a zonas marginadas y en condiciones de
hacinamiento, con estacionalidad predeterminada por la asociacion con los ciclos
bioldgicos de los vectores, ahora se consideran incompletas, puesto que el riesgo
de desarrollar una enfermedad rickettsial esta latente para cualquier persona que

tenga una exposicion accidental y esto puede ocurrir en diversas condiciones®.

Muchos de los resultados encontrados en el estado resultan contrastantes con
los mencionados en otras partes del mundo, se ha reportado la presencia de
Rickettsia felis en garrapatas, casos clinicos donde los pacientes refieren
picadura de garrapata, pero presentan una sintomatologia compatible con
rickettsiosis del grupo tifo@, ademas, en varios estados del norte del pais como
Coahuila y Baja California, se ha reportado una gran cantidad de casos clinicos
de rickettsiosis relacionados con la picadura de Rhipicephalus sanguineus®, una
especie de garrapata ampliamente distribuida en el estado“1? sin embargo,
pudiera ser que ésta especie no representa el mismo problema puesto que la
frecuencia acumulada de casos de fiebre manchada reportados por el boletin
epidemioldgico hasta la semana 50 del 20182 es considerablemente menor en

Yucatan que en los estados del norte del pais.

A pesar de que ha aumentado el numero de estudios sobre rickettsiosis que se
han realizado durante los Ultimos afios?#12), todos ellos estan enfocados en
evaluar la presencia/ausencia de Rickettsia spp. en diferentes especies animales
de zonas rurales y suburbanas excluyendo a las personas, sin embargo, no se
debe menospreciar la importancia del ser humano como hospedero accidental
puesto que también puede formar parte del ciclo de transmisidn, como se observa
en los diferentes reportes de casos clinicos provenientes de diferentes municipios
del estado. Pacheco en su estudio sobre la epidemiologia de la rickettsiosis en
Yucatan, publicado en el 201504 report6 que del afio 2007 al 2013, en el
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laboratorio de enfermedades infecciosas y parasitarias de la facultad de medicina
(UADY), se registraron 26 pacientes con diagnostico molecular positivo a
Rickettsia, el 82.6% de estos casos fueron pacientes provenientes de la ciudad
de Mérida, Yucatan y solo el 17.4% provenientes de los municipios de Acanceh,
Dzidzantun, Halachd, Tixcacalcupul. A pesar de que existen casos clinicos de
pacientes provenientes de la ciudad de Mérida, no se han hecho estudios para
identificar cuales son esas especies que estan manteniendo los ciclos de
transmision y las variaciones en cuanto a la cantidad presente de vectores u

hospederos y en las proporciones de animales infectados.

A nivel estatal la baja frecuencia de casos clinicos confirmados para rickettsiosis,
se puede relacionar mas a la falta de un diagnéstico adecuado que a la verdadera
ausencia del patdégeno en el ambiente®. Los focos naturales de transmision de
Rickettsia spp. pueden existir durante muchas generaciones en ciclos de
transmision enzodtica, ya que las condiciones ambientales en todo el estado son
favorables para que la transmision se lleve a cabo de manera efectiva,
promueven el intercambio de la bacteria entre diferentes especies de hospederos
domésticos y/o peri domésticos que interactlan constantemente con vectores
gue pueden facilmente pasar de un hospedero a otro (incluyendo al ser humano)
manteniendo asi el riesgo de infeccion en seres humanos, a pesar de que la
probabilidad de que se dé una rickettsiosis en humanos es casi cero cuando sus
estilos de vida y las actividades no atraen a las personas al contacto con animales
0 vectores, la gama de variables a tener en cuenta cuando se trata de la
exposicion accidental representa todo un reto para los programas de prevenciéon
puesto que el contacto con estas especies puede ocurrir en cualquier

momento®®),
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3. ANTECEDENTES

Generalidades del género Rickettsia

El género Rickettsia (Filo: Rickettsiaceae, orden: Rickettsiales, subdivision:
AlphaProteobacterias) estd conformado por bacterias intracelulares obligadas,
con forma de cocobacilos (0,3 a 1 uym); se colorean con la tincion de Giménez,
Giemsa y naranja de acridina y no crecen en medios de cultivo habituales,
necesitando para su aislamiento animales de laboratorio, huevos embrionados,
lineas celulares de mamiferos como Vero, HEL, L-929 o lineas celulares de
artropodos. Son transmitidas por artrépodos vectores como garrapatas, acaros,
pulgas o piojos®>16),

El género Rickettsia inicialmente fue clasificado en funcién de sus caracteristicas
morfoldgicas, antigénicas y metabdlicas en los siguientes grupos®?”:

e Grupo de fiebres manchadas: incluye especies transmitidas por
garrapatas duras como Rickettsia conorii, el agente causal de la fiebre
manchada mediterranea y R. rickettsii, el agente de la fiebre manchada de
las montafias rocosas.

e Grupo tifo: incluye R. typhi, el agente causal del tifo murino, transmitido
por pulgas y R. prowazekii, el agente del tifo epidémico, transmitido por el
piojo.

e Grupo de R. tsutsugamushi, el agente etiolégico del tifo de los matorrales.

La aplicacion de métodos moleculares y filogenéticos permitieron redefinir cuatro

grandes grupos®®),

e Grupo Tifus (transmitidas por piojos y pulgas), compuesto por R. typhiy R.
prowazekii, ambas son patdgenas para el humano.

e Grupo de las Fiebres Manchadas (transmitidas por garrapatas) existen 20
especies: R. rickettsii, R. conorii, R. sibirica, R. japonica, R.africae, R.

12



slovaca, R. amblyommii entre otras, todas las que conforman este grupo
son potencialmente patdogenas al humano, siendo R. rickettsii la mas
patdégena.

e Grupo ancestral, R. belliy R. canadensis

e Grupo Transicional, compuesto por R. akari y R. felis(®)

Recientemente, Shpynov y colaboradores, en un estudio publicado en el 2018,
propusieron una nueva clasificacion basandose en un método de analisis de
orden formal (FOA) el cual, a diferencia de los programas bioinformaticos para el
analisis del genoma que se basan en porcentajes de homologia como BLAST,
hace un analisis a profundidad y transforma el orden de nucleétidos en la
secuencia, en una secuencia numerica de longitud fija lo que permite tener la
disposicion original de nucle6tidos en cada genoma. Los resultados de este
analisis han corroborado la separacién de especies en tres grupos dentro del
género Rickettsia, incluyendo grupo tifo, grupo fiebres manchadas y grupo
ancestral; Orienthia como un género separado, Rickettsia felis y R. akari en
diferentes grupos, por lo que, con este enfoque se eliminaria la existencia del
grupo de transicién @7,

Ciclo de transmision

Las enfermedades zoonoéticas dependen del ciclo biolégico de las especies
involucradas en el ciclo de transmisién, las cuales pueden actuar como vectores
o ser hospederos — puente en la transferencia de las enfermedades emergentes
a los seres humanos como, por ejemplo: las enfermedades rickettsiales, mismas
que estan cada vez mas asociadas con alteraciones del ambiente que propician
su aparicién, reaparicion, incremento o incluso disminucién o desaparicion

temporal o definitiva®®),
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En el caso de las enfermedades rickettsiales, para que se dé el ciclo de
transmision es necesaria la interaccion entre las especies que forman parte de
él, los hospederos son aquellas especies que permiten el establecimiento, la
replicacion y la supervivencia de los agentes infecciosos, dependiendo de la
especie, existen diversas formas de adquirir la infeccion, normalmente es a través
de la saliva 0 heces infectadas durante la alimentacion de garrapatas y pulgas,
pero ademas, otras rutas de transmisién incluyen la infeccion por el consumo de
garrapatas o pulgas infectadas, los seres humanos pueden adquirir

accidentalmente la infeccion(9,

Los reservorios naturales son las especies que tienden a tener altas densidades
poblacionales y ciclos de vida rapidos, como es el caso de los roedores, que, en
el caso de las garrapatas, son el reservorio mas importante para las larvas y las
ninfas. Para el caso de R. rickettsii, la garrapata, ademas de vector, es
considerado el reservorio natural mas importante debido a que se infecta de por
vida transmitiendo la infeccion no solo de manera transestadial, si no también
transovérica. Los vectores son el factor determinante en la prevalencia de la
enfermedad por rickettsias, debido a que, varias especies son especificas para

agentes rickettsiales que causan enfermedades®? (Figura 1).

Especies domésticas y
peri domésticas

Figura 1. Ciclo de transmisién de Rickettsia spp. Adaptado de Quintero (2012)(21)
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Ademas de los componentes tradicionales del ciclo de transmision, las
enfermedades rickettsiales requieren la presencia de los llamados reservorios
“amplificadores” de la infeccion, es decir, especies principalmente de mamiferos,
que son susceptibles tanto a la infeccion por Rickettsia, como a la mordedura de
los vectores, cumplen con las condiciones minimas para ser a su vez fuente de
infeccion de vectores no infectados y ayudan a la diseminacion del
microorganismo en zonas endémico / enzodticas®?. No obstante, las condiciones
micro climéticas de una zona en particular pueden afectar el contacto entre las
especies involucradas en la transmision, lo que puede predisponer a la seleccion
de nuevos hospedadores, los animales domésticos pueden eventualmente

emerger como reservorios importantes para patégenos humanos®9.

La infeccion en los hospederos, incluyendo a los seres humanos, se da por
contacto con los vectores que los parasitan, las garrapatas infectadas pueden
inocular Rickettsia spp. Durante la picadura ya que la bacteria esta presente en
las glandulas salivales y es inoculada dentro de la dermis, donde se distribuye y
coloniza el citoplasma de las células endoteliales de los vasos pequefios y
medianos; las pulgas transmiten las bacterias cuando se alimentan del
hospedero y defecan sobre la piel, la materia fecal contaminada es introducida
en la picadura por el mismo hospedero tras rascarse. Al contactar con las células
endoteliales, las rickettsias inducen su propia fagocitosis y, una vez dentro del
citosol, escapan del fagosoma y proliferan por fisiébn binaria simple, siendo

finalmente expulsadas por exocitosis para seguir infectando células contiguas®b.

Epidemiologia de larickettsiosis

Los sintomas y signos clinicos de las rickettsiosis comienzan usualmente en 6 a
10 dias posteriores de la picadura o exposicion al artropodo vector competente,
e incluyen: fiebre, malestar general, cefalea, mialgias y diferentes tipos de
lesiones cutaneas, que van desde un exantema maculo — papular o papulo —

vesicular leve a cuadros petequiales intensos, acompafados o no de una escara
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de inoculacion. En los cuadros graves se puede observar compromiso organico
del sistema nervioso central, pulmonar, cardiaco, renal, trastornos de la
coagulacion y finalmente falla multi organica. En aproximadamente 25% de los
casos se presentan sintomas de gravedad, como insuficiencia respiratoria,
shock, ictericia, insuficiencia renal, efusion pericardica y pleural, manifestaciones
hemorragicas que incluyen necrosis de dedos y compromiso neurologico en
forma de convulsiones, disminucion de la conciencia, parestesias, rigidez de

extremidades y debilidad muscular(@324).

La incidencia de las rickettsiosis transmitidas por garrapatas se encuentra
actualmente en su segundo aumento pronunciado en los ultimos 40 afios, desde
1970, cuatro rickettsiosis endémicas: fiebre maculosa de las Montafias Rocosas
(FMR), fiebre manchada del mediterraneo (MSF), tifus por garrapata del norte de
Asia (NATT) y tifus por garrapata de Queensland (QTT), han estado en aumento
continuo@2%), De las muiltiples rickettsiosis descritas, las de mayor interés en la
especie humana son: tifus epidémico, tifus endémico y tifus exantematico
endémico, transmitidas por piojos, pulgas y acaros, respectivamente; Fiebre
maculosa de las Montafias Rocosas, fiebre botonosa mediterranea, fiebre Q y
ehrlichiosis, todas ellas transmitidas por garrapatas. Ademas de éstas se han
descrito otras infecciones por Rickettsia epidemiolégicamente distintas, pero
clinicamente similares a las infecciones febriles y exantematicas transmitidas por
artrépodos. Entre ellas destacan: R. sibirica, agente etiolégico del tifus por
garrapatas de Siberia, que es endémico en Asia central; R. australis, agente
etioldgico del tifus por garrapatas de North Queensland, endémico en el este de
Australia; R. japonica, agente de la fiebre maculosa, endémica de Japon; R.
tsutsugamusi, agente de la fiebre de los matorrales transmitida por acaros,
endémica en Asia y Oceania; R. quintana, agente productor de la fiebre de las
trincheras, transmitida por piojos y endémica en Europa, América y Africa®4,

En el continente americano, la fiebre manchada de las Montafias Rocosas,

provocada por Rickettsia rickettsii, se considera la mas grave de las rickettsiosis
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transmitidas por garrapatas. Se han documentado casos humanos en Brasil,
donde es conocida como fiebre manchada brasilefia, México, Panama, Costa
Rica, Colombia y Argentina. Muchos de estos casos se han producido como
brotes familiares o en zonas geogréficas cercanas. En el afio 2004 se descubrio
gue Rickettsia parkeri era el agente infeccioso de varios casos en humanos, los
cuales inicialmente fueron diagnosticados como fiebre manchada en Estados
Unidos, posteriormente se reportaron mas casos de infeccion por Rickettsia
parkeri en Uruguay, Argentina y Brasil. Una rickettsiosis que recientemente ha
adquirido gran importancia es la infeccion causada por Rickettsia felis, debido a
la emergencia de casos de infeccibn humana y su amplia distribucion en
Latinoamérica, ha sido identificada causando enfermedad en humanos en varios
paises de Europa, Africa, Australia y Nueva Zelanda, se han comunicado

numMerosos casos en México y Brasil@),

Rickettsiosis en México

Se han reportado mas de veinte especies de Rickettsia distribuidas por todo el
mundo, en México, de acuerdo al Sistema Nacional de Vigilancia Epidemioldgica,
las rickettsiosis mas importantes son el tifo epidémico causado por Rickettsia
prowazekii: del cual se notificaron trece casos del 2006 al 2011, el tifo murino: es
la segunda en importancia en el pais, se reportaron 203 casos del 2001 al 2011
con el 91% entre el 2009 y el 2011, la fiebre manchada de las montafas
rocallosas se estima que presenta una tasa de incidencia de 0.8 por 100 mil

habitantes®),

De acuerdo con el boletin epidemiolégico hasta la semana 50 del 20183 (hasta
el 24 de diciembre del 2018), a nivel nacional, no se han reportado casos nuevos
de tifo epidémico desde el 2017 hasta la fecha, se registraron 125 casos de tifo
murino en total en el afio 2017, mientras que en el 2018 se han reportado 122
casos nuevos; los casos de fiebre manchada han aumentado considerablemente
en el 2018, en lo que va del afio ya se han registrado 309 casos mientras que en

el 2017 se registraron 182 casos en total.
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La vigilancia epidemiolégica de este padecimiento comenz6 en el afio 2012,
particularmente en los reportes semanales de casos por vectores, hasta el 2014
se habian detectado casos y defunciones en varios estados como Chihuahua: en
el afio 2012 reportaron 30 casos sospechosos, de los cuales se confirmaron 6,
en el 2014 se notificaron 5 casos sospechosos y se confirmaron 3(3); Baja
California: a principios del 2009 se presentd un brote en el municipio de Mexicali,
los casos y defunciones fueron transmitidos por garrapatas R. sanguineus; otros
estados donde se han detectado casos y defunciones son Sonora, Sinaloa,

Coahuila, Nuevo Leon y Yucatan®4),

En el estado de Yucatan se han reportado casos clinicos de cuatro especies
causantes de rickettsiosis R. felis, R. Rickettsii, R. typhi y R. akari. En 1999 se
realiz6 un estudio para determinar la prevalencia de anticuerpos al género
Rickettsia en seres humanos, se demostré su presencia en la poblacién con una
prevalencia de aproximadamente el 5%, los andlisis de Inmunoflorescencia y
Western blot indicaron que el antigeno pertenecia al grupo de las fiebres
manchadas, pero no se logré caracterizar la especie antigénica®®, en el 2006 se
reporté el primer caso clinico de fiebre manchada de las montafias rocallosas
causado por R. rickettsii, el cual presentdé una severa infeccion y la paciente

fallecio®4),

Hasta el afio 2019, los principales estudios acerca de rickettsiosis en Yucatan
incluyen la obtencion de aislados de las especies Rickettsia rickettsii® vy
Rickettsia typhi?, la identificacion de componentes de su ciclo de transmision
en ambientes rurales como la identificacion de Rickettsia rickettsii y Rickettsia
felis en garrapatas R. sanguineus® asi como la identificacion de R. felis en
muestras sanguineas de tlacuaches del género Didelphis®®, sin embargo, la
totalidad de los estudios se han realizado en ambientes rurales y silvestres, por
lo que el conocimiento acerca de la presencia o comportamiento de las distintas

especies de Rickettsia en ambientes urbanos en Yucatan se desconoce.
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Factores ambientales relacionados a la ocurrencia de las rickettsiosis

Polley y Thompson®® argumentan que las variaciones geograficas relacionadas
con el cambio climatico en animales y plantas se expresan como variaciones
altitudinales o latitudinales con expansiones o contracciones de la distribucion,
asi como variaciones en los patrones de migracion, para el caso de los
hospederos. Los autores sugieren que un cambio en la abundancia de parasitos
o de hospederos puede alterar las relaciones parasitarias, modificando la
prevalencia y la intensidad de la infeccion en el hospedero y la capacidad
reproductiva en el parasito, lo que finalmente resulta en un cambio en la

composiciéon del ecosistema.

Tanto la salud como la enfermedad pueden ser facilmente influenciadas por lo
gue se denominan determinantes de la salud, es decir, por el conjunto de factores
individuales, sociales, culturales, econémicos y ambientales que determinan el
estado de salud/enfermedad de los individuos o poblaciones, éstos se pueden
dividir en dos grupos: econdmico — politico — sociales y los relacionados con
factores culturales — ambientales y biolégicos llamados factores de riesgo, es
decir, variables asociadas a la probabilidad de desarrollar una enfermedad, adn

si estos no son suficientes para provocarla®.

Los recientes avances en la comprension del ambiente en el cual ocurre la
transmisiéon de muchas enfermedades infecciosas de importancia en salud
publica en particular las transmitidas por vectores, ha permitido generar una serie
de conceptos y herramientas que estan modificando el abordaje de los problemas
complejos en salud publica. Asi, la ecoepidemiologia brinda un potencial de
opciones que se traducen en visiones mas integradas de las enfermedades y

nuevas posibilidades para prevenirlas y controlarlas®b.
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Estacionalidad

La estacionalidad ambiental afecta la estructura de las comunidades ecoldgicas
a través de los cambios temporales en la disponibilidad de los recursos (espacio
y alimento), temperatura, agua y fotoperiodo. Las especies animales deben
sincronizar aspectos béasicos de su biologia y ecologia como son, la
reproduccion, el crecimiento, la actividad diaria y anual y la distribucion espacial,
entre otros, ante las variaciones estacionales. Lo anterior provoca fluctuaciones
estacionales en la riqueza, composicion, abundancia y diversidad de las
comunidades. Sin embargo, la importancia de estos factores ambientales difiere
entre regiones, siendo las fluctuaciones estacionales en temperatura mas
importantes en regiones templadas, mientras que las de precipitacién lo son en

regiones tropicales y aridas®.

Estacionalidad de los ectoparasitos

El aumento de temperaturas puede influenciar la distribucion de las garrapatas y
su densidad, asi como el riesgo de la transmisién de patdgenos y alterar, de esta
forma, los patrones de las enfermedades que estas transmiten®2). Debido a que
pasan la mayor parte de su ciclo vital de manera no parasitica, su desarrollo,
supervivencia y dindmica poblacional depende de muchos factores entre los que
se encuentra el clima a través del impacto de la temperatura y el estrés hidrico.
Aunque varia de unas especies a otras, en general, las temperaturas por debajo
de 0°C y por encima de 40°C les resultan letales, mientras que temperaturas
comprendidas entre los 20°C y 30°C son las mas adecuadas para sus

actividades®3),

Una de las especies de garrapatas presentes en el estado de Yucatan, y ademas
de las mas abundantes, es Rhipicephalus sanguineus®¥, probablemente,
perteneciente al linaje de clima tropical cuyo rango de temperaturas mas
adecuadas para el mantenimiento de su ciclo de vida va de los 20°C a los 30°C®,
De acuerdo con las temperaturas registradas por el Servicio Meteorologico
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Nacional®, estas temperaturas coinciden con la temperatura promedio registrada
en el estado, debido a esto, se esperaria que el periodo de actividad de las
especies de garrapatas vectores sea considerablemente largo y constante

durante la mayor parte del afo.
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4. OBJETIVOS

General: Analizar la infeccion por Rickettsia en ectoparasitos y roedores de las

viviendas del Barrio de Santiago.

Especificos

1. Determinar la frecuencia de la infeccion por Rickettsia spp. en
ectoparasitos y roedores capturados en las viviendas.

2. Describir la variacion temporal de la infeccion por Rickettsia spp. en
ectoparasitos y roedores capturados en las viviendas.

3. Determinar factores asociados a la presencia de infeccidbn en
ectoparasitos y roedores en las viviendas.

22



5. MATERIALES Y METODOS

Tipo de estudio: Analitico, longitudinal, prospectivo.
Disefio del estudio: De cohorte.
Universo: Viviendas particulares habitadas del barrio de Santiago, Mérida.

Muestra: Ectoparasitos y hospederos (perros, gatos, roedores y personas) que

se encuentren en las 16 viviendas participantes en el estudio.

Definicion de variables y escala de medicion: La informacion de las variables,
su definicién, tipo de variable, asi como su escala de medicion se detalla en la
tabla 1.

Tabla 1. Variables empleadas en el estudio: tipo de variable, escala, asi como su definicion.

Variable Tipo Escala Definicion
Infeccién por o . . iti i i
_ p Cualitativa Binomial Muestras positivas a Rickettsia
Rickettsia spp por PCR.
Razén Ectoparasitos presentes en
Vectores Cuantitativa . mascotas y roedores
discreta ; P
sinantropicos.
Razén Mascotas: Perros/gatos, roedores

Hospederos Cuantitativa sinantrépicos y personas

discreta 2

presentes en la vivienda.
Factores Razén Temperatura promedio mensual,
ambientales Cuantitativa continua humedad relativa promedio

mensual.

Criterios

Criterios de inclusion: Viviendas particulares habitadas dentro de los limites
establecidos del area de estudio, en las cuales se autorice previo consentimiento
informado a realizar todos los procedimientos de colecta y muestreo, asi como

también darles seguimiento mensual durante un afio.

Criterios de eliminacion: Viviendas que después de ser incluidas decidan dejar
de participar en los seguimientos posteriores. Roedores que se encuentren en

estado de descomposicion al momento de recolectar las trampas.
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Fuentes y recoleccion de la informacion

En el 2015 se realiz6 un estudio seroldgico en el Barrio de Santiago determinando
la seroprevalencia a rickettsiosis en poblacion abierta, en dicho estudio, los
resultados preliminares arrojaron una positividad del 6.31% (6/94) para la prueba
de Inmunoflorescencia indirecta. Tomando como referencia dicho estudio, se
analizo la base de datos del 2015 del Laboratorio de Enfermedades Infecciosas
y Parasitarias de la Unidad Interinstitucional de Investigacion Clinica y
Epidemiolégica de la Facultad de Medicina de la UADY, con el fin de seleccionar
aquellos pacientes, con diagnéstico molecular de Rickettsiosis provenientes de
diferentes colonias de Mérida. Se observo que entré estos sujetos, la colonia con
mayor presencia de casos fue el barrio de Santiago. Estos estudios apuntan a
que la poblacién del Barrio de Santiago ha estado expuesta en algin momento a
Rickettsia spp. la cual probablemente esta circulando activamente, motivo por el

cual se seleccion6 como area de estudio.

Durante un primer acercamiento, se visitaron todas las viviendas particulares del
barrio de Santiago invitandoles a participar en el proyecto, 16 de ellas accedieron
a participar por lo que se procedié a la firma del consentimiento informado, en
éste se les explicoO respecto a las actividades derivadas del proyecto: el
seguimiento durante los proximos 12 meses, la colecta de ectoparasitos y
roedores, aplicacion de cuestionario clinico orientado a rickettsiosis acompafiado
de una venopuncion en caso de presentar dichos sintomas para realizar un
diagnéstico por medio de Inmunoflorescencia Indirecta, en caso de no presentar

sintomas se realizara la venopuncion Unicamente al final del estudio.

Métodos y técnicas

Trabajo de campo

En la Peninsula de Yucatan, existen dos temporadas contrastantes: la temporada

seca gue va de noviembre a abril y la temporada lluviosa que abarca de mayo a
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octubre®®, con el fin de observar las posibles variaciones estacionales en las
muestras colectadas los muestreos se realizaron durante los periodos de

septiembre del 2017 a agosto del 2018.

Colecta de ectoparasitos. Se solicité a los duefios de la vivienda su participacion

para la revision de sus mascotas con la finalidad de que estuvieran lo mas
relajadas y comodas posibles y de este modo, evitar causar dafio a los animales.
Se colectaron todos los individuos encontrados, en todos los estadios visibles,
buscando intencionadamente la diversidad de la muestra. La revision de las
mascotas para colectar ectoparasitos se realizo iniciando en los lugares donde
se ha reportado mayor presencia de individuos y finalmente aquellos donde se
reporta menor presencia de individuos, segiin el CENAPRECE®) la distribucion
general de las garrapatas en el cuerpo de los perros, de mayor a menor presencia
presenta el siguiente orden: orejas, dedos, abdomen, térax, nuca y cara. Se
consideraron caracteristicas como: tamafio del perro, tipo y color de pelo, raza'y
sexo para estimar los tiempos de revision en busca de ectoparasitos (ANEXO 4).

Las muestras de garrapatas fueron colectadas de manera manual, mientras que
para la colecta de pulgas se cont6 con la ayuda de una liendrera para revisar el
pelo de los animales, se destiné una bolsa de plastico hermética por mascota
para almacenar y transportar las muestras. Ademas de la colecta de
ectoparasitos, se realizé un monitoreo de la temperatura en las mascotas, no se

encontraron mascotas con elevacién de la temperatura normal (>39°C).

Colecta de roedores. Se colocaron trampas tipo Sherman®, con cebos de avena

y vainilla, abarcando uniformemente los espacios intra y peridomiciliares (solares,
patios, cocheras, pasillos de servicio, bodegas, cocinas, bafios), el nimero de
trampas depende de la vivienda. Se realizdé un croquis de la distribucion de las
trampas y las caracteristicas del area aledafia. Se revisaron cada 24 horas
durante dos noches consecutivas, recolectando las trampas con roedores y

reemplazandolas con trampas vacias.
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Trabajo de laboratorio

Todas las muestras de artropodos colectadas fueron transportadas en bolsas de
plastico rotuladas; las trampas con animales se transportaron cerradas y
etiquetadas al Laboratorio de Enfermedades Infecciosas y Parasitarias en la
Unidad Interinstitucional de Investigacion Clinica y Epidemiologica (UIICE) de la
Facultad de Medicina de la UADY, los artropodos se conservaron a -15°C hasta
su procesamiento y analisis (Figura 2); los roedores colectados fueron revisados
manualmente en busca de ectoparasitos, en todos los roedores colectados se
realizé la identificacion de especies usando las claves taxonémicas de Reid
publicadas en el afio 2009¢7 y finalmente se procedié a sacrificarlos con CO2
siguiendo los lineamientos éticos establecidos por la NOM-062-Z00-1999, se

obtuvieron muestras de higado, pulmén, rifiones, bazo y sangre.

PCR punto fing Electroforesis

Secuenciaciol

Figura 2. Plan de procesamiento y analisis de muestras colectadas.

Identificacion taxondmica. Las muestras de artrépodos colectadas fueron

organizadas en pools de hasta 5 ejemplares, separadas en base al animal en
donde se colecto la muestra, estado de desarrollo (en garrapatas): para identificar
una larva se observé el niumero de patas, tienen tres pares de patas y el poro
genital aun no esta desarrollado, las ninfas tienen cuatro pares de patas al igual
gue los adultos, es por eso que la identificacion de las ninfas se realiz6 a través

de la observacién de su poro genital que en esta etapa no esta desarrollado y por
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lo tanto no es visible, los adultos poseen cuatro pares de patas y diferenciacion
sexual, la identificacion taxonomica de adultos se realiz6 con ayuda de
estereoscopio, pinzas y las claves taxonOmicas para género existentes,

publicadas por Faccioli en el 2011(8),

Las muestras de pulgas colectadas fueron organizadas en pools de hasta 5
ejemplares, separadas por hospedero y la identificacion taxondémica se realizé
con ayuda de las claves de Acosta y los analisis comparativos realizados por
Linardi y Costa-Santos en el afio 2003(20:3%:40), | os pools formados fueron lavados
con etanol al 70% dos veces y agua destilada para evitar contaminaciones en el

proceso de extraccion de ADN, se almacenaron en tubos de 1.5 ml.

Extraccion de ADN. La extracciéon de ADN se realizd utilizando el kit comercial

ZR Tissue & Insect DNA MiniPrep de la marca Zymo Research® con niumero de
catadlogo D6016 siguiendo el manual de instrucciones; con el objetivo de romper
los tejidos y facilitar la liberacion del ADN, se procedié a macerar las muestras

con una tijera estéril antes de comenzar el protocolo de extraccion.

Reaccidn en Cadena de la Polimersa (PCR). Para la identificacion de Rickettsia

se emple6 el gen ARN16s con los cebadores: fD1: 5'-
AGAGTTTGATCCTGGCTCAG-3" y Rc16S.452n: 5 -AACGTCATTATCTTCCTTGC-3
con un producto de 426 pb, el gen OmpB con los cebadores: rompB SFG/IF: 5'-

GTTTAATACGTGCTGCTAACCAA-3” y rompB SFG/TG-IR: 5-
GGTTTGGCCCATATACCATAAG-3" de 420 pb y el gen OmpA con lo cebadores:
Rr190.70p: 5-ATGGCGAATATTTCTCCAAAA-3’ y Rr190.602n:

5 AGTGCAGCATTCGCTCCCCCT-3" de 532 pb©9. Estos genes fueron utilizados
debido a que son comunes para todas las especies del género Rickettsia. La
reaccion preparada fue a un volumen final de 25 pl, se utiliz6 la enzima Dream
Tag Green PCR Master Mix y Dream Taq DNA Polymerase de
ThermoScientific®, para cada grupo de muestras se corridé un control negativo, al

cual se le afadié agua estéril libre de nucleasas, en lugar de ADN de muestra y

27



control positivo al cual se le afiadié ADN control, positivo a Rickettsia, esto a fin
de evitar contaminaciones o interferencias que pudieran afectar los resultados

dando falsos positivos 0 negativos.

El procedimiento de termociclado se realizé en un termociclador MULTIGENE de
Labnet®, bajo las siguientes condiciones: 95°C por 3 minutos seguido de 35
ciclos de 95°C por 30 segundos, 59°C por 30 segundos, 72°C por 1 minuto,
finalizando con un periodo de extension de 72°C por 7 minutos para 16s, 95°C
por 3 minutos seguido de 35 ciclos de 95°C por 30 segundos, 56°C por 30
segundos, 72°C por 1 minuto, finalizando con un periodo de extensién de 72°C
por 10 minutos para OmpB y 96°C por 30 segundos seguido de 35 ciclos de 94°C
por 30 segundos, 50°C por 30 segundos, 72°C por 45 segundos, finalizando con
un periodo de extension de 72°C por 7 minutos para OmpA®9).

Electroforesis. Los productos de PCR obtenidos, se tomaron 10ul por muestra y

fueron evaluados para su positividad por electroforesis en gel de agarosa al 1.5x
en TAE (Tris — Acetato — EDTA) al 1%. Posteriormente se tifieron con bromuro
de etidio a una concentracion final de 0.5 mg/ml y se observaron sobre un
transluminador de luz ultravioleta. El marcador de peso molecular utilizado fue el
1kb DNA ladder (Biolabs)®.

Secuenciacion. El procedimiento de secuenciacion fue realizado en el

Laboratorio de Enfermedades Infecciosas y Parasitarias de la Facultad de
Medicina (UADY). Los productos de PCR positivos fueron preparados para su
secuenciacion siguiendo el protocolo de BigDye™ Terminator v1.1 Cycle

Sequencing Kit® (Anexo 1)

Las secuencias de ADN obtenidas fueron editadas usando los programas
computacionales disponibles en internet DNA star y BioEdit, posteriormente
fueron comparadas con secuencias de ADN de Rickettsia conocida a fin de
identificar la especie infectante mediante el uso de la herramienta BLAST en su

version mas reciente.
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Inmunoflorescencia Indirecta. Todas las muestras de sangre colectadas fueron

transportadas al Laboratorio de Enfermedades Emergentes y Reemergentes del
CIR Hideyo Noguchi, en donde se prepararon para Su procesamiento, se
obtuvieron 5pL de suero, se realizaron diluciones a 1:64, 1:128 y 1:256,
empleando como diluyente una solucién de PBS 1X con leche descremada al
3%. Posteriormente, se colocaron 10 pL de cada dilucidn en los pozos del slide.
Se emplearon dos slides, uno con antigenos de R. rickettsii y el segundo con Ag
de R. typhi, y en los ultimos pozos se colocaron el control negativo y el control
positivo para la técnica. Se incubaron los slides dentro de una camara humeda a
37°C por 45 minutos. Al finalizar la incubacion, se sumergieron los slides por 5
minutos en solucion de lavado de PBS 1X / Tween 20 0.025%. Al cumplir el
tiempo, se dejaron secar y después se les afadieron 10uL del anticuerpo
secundario 1gG (anticuerpo antihumano conjugado con isotiocianato de
fluoresceina- FITC) con dilucién 1:100. Se realizé nuevamente una incubaciéon y
luego se sumergieron en solucién de lavado 2 minutos y en solucién de PBS con
azul de Evans durante 5 minutos. Por ultimo, después de dejar secar los slides,
se afadieron 3uL de glicerol a los pozos y se colocaron los cubreobjetos. Las
muestras fueron observadas bajo el objetivo 40x en un microscopio de
fluorescencia (Nikon Eclipse E600)® con filtro de triple banda (DAPI, FITC,
TEXAS RED) y se compararon con los controles para establecer el

resultado(0:26),

Plan de procesamiento de datos y presentaciéon de resultados

Se hizo un analisis descriptivo de la infeccién por Rickettsia spp. en pulgas,
garrapatas y roedores considerando las siguientes variables, 1) para roedores:
género y especie, presencia/ausencia de pulgas y garrapatas, fecha de captura,
sitio de captura, frecuencia de infeccion total y por especie. 2) ectoparasitos:
género y especie, frecuencia de infeccion total y por especie. Asociacion entre
las frecuencias de infeccion y las distintas variables, la relacion entre las diversas

especies presentes y las tasas de infeccion en relacion con las variaciones de

29



temperatura y humedad reportadas en las diferentes épocas de muestreo. Se
evaluo la variacion genética de las cepas de Rickettsia encontradas por el método
de secuenciacion de acuerdo con los porcentajes de homologia de las
secuencias de ADN (Tabla 2).

Tabla 2. Plan de procesamiento de datos

Resultados Analisis
Abundancia de especies, estadios Tabla de frecuencias
Variabilidad genética de Rickettsia Porcentajes de homologia
Infeccion Porcentajes

Correlacion  entre infeccibn, abundancia de
. P Pearson
roedores/ectoparésitos, temperaturay humedad

Relacion entre latemperatura, humedad, abundanciay y o o
) _ o Regresion logistica binaria
presencia/ausencia de muestras positivas

Diferencia de infeccion, abundancia de roedores y

L , u de Mann Whitney
ectoparasitos entre épocas de muestreo

Consideraciones éticas

De acuerdo con el articulo 17 de la Ley General de Salud en Materia de
Investigacion para la Salud, el proyecto se clasifica en la categoria de riesgo
minimo, motivo por el cual fue sometido a evaluacién y aprobado por el comité
de bioética (fmed — 2015 — 001). Los datos utilizados se colectaron de las personas
involucradas en el estudio con previa firma del consentimiento informado (Anexo
2) y del acuerdo de confidencialidad (Anexo 3). El sacrificio de los animales
peridomésticos colectados se realizé con CO2, segun los lineamientos de la
NOM-062-Z00-1999: Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y

uso de los animales de laboratorio.
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6. RESULTADOS

Diversidad y abundancia de ectoparasitos.

Todas las mascotas fueron revisadas exhaustivamente colectando todos los
ectopardsitos visibles, los individuos colectados pertenecen a dos 6rdenes: 454
garrapatas (orden Ixodida) y 130 pulgas (orden Siphonaptera) (Tabla 3).

Tabla 3. Ectoparasitos colectados de septiembre de 2017 a agosto del 2018, se muestran totales
por especie y por mes.

Fecha de colecta Especies colectadas
Rhipicephalus sanguineus Ctenocephalides felis
Sep. 2017 28 0
Oct. 2017 2 0
Nov. 2017 19 0
Dic. 2017 14 0
Ene. 2018 21 0
Feb. 2018 28 0
Mzo. 2018 54 25
Abr. 2018 42 27
Myo. 2018 82 50
Jun. 2018 68 13
Jul. 2018 64 8
Ago. 2018 32 7
Total 454 130

Revisién de mascotas.

Para la busqueda y recoleccion de ectoparasitos se revisd un total de 24
mascotas cada mes, de las cuales el 96% (23/24) fueron de la especie Cannis
lupus familiaris (perros) y solamente un 4% (1/24) de la especie Felis catus
(gatos).
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Colecta de roedores.

Durante el afio de colecta se capturaron roedores en el 62.5% (10/16) de las
viviendas; en total, 27 roedores fueron atrapados, el patio de las viviendas fue el
sitio con mayor captura (41%), seguido por la cocina con captura del 22% (6/27),
el 37% restante esta representado por: pasillos (15%), gallineros (11%), floreria
(7%) y salas (4%); en bafos y bodegas no se colectaron roedores (Tabla 4).
Todas las trampas se revisaron a las 24 y 48 horas para recolectar los roedores

capturados (Figura 3).

Tabla 4. Roedores colectados de septiembre de 2017 a agosto de 2018, se muestra el total de
roedores capturados por vivienda, asi como la especie y los sitios de captura.

Vivienda Roedores Rattus Mus Sitios de captura
capturados rattus musculus

1 2 2 0 Patio
2 6 3 3 Patio, cocina, sala, floreria
3 2 1 1 Patio, cocina
4 0 0 0
5 3 2 1 Patio, gallinero
6 7 6 1 Patio, pasillo
7 1 1 0 Patio
8 1 1 0 Patio
9 0 0 0
10 1 0 1 Cocina
11 0 0 0
12 0 0 0
13 2 0 2 Cocina
14 2 1 1 Patio
15 0 0 0
16 0 0 0

Total 27 17 10
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Figura 3. Ejemplos de patios de viviendas participantes en el estudio en donde se colectaron
roedores.

Identificacion taxondmica

Todas las garrapatas colectadas pertenecen a la especie Rhipicephalus
sanguineus. Los individuos también se clasificaron por sexo y estadio, se
colectaron en total 21 larvas, 82 ninfas. De los adultos: 192 fueron machos y 159

fueron hembras (Figura 4).
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Figura 4. Abundancia mensual de garrapatas por sexo y estado de desarrollo.
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Se identificaron 130 pulgas, pertenecientes a la especie Ctenocephalides felis,

las cuales fueron obtenidas de perros.

Se identifico que 17 de los roedores colectados pertenecen a la especie Rattus
rattus (4 hembras y 13 machos) y 10 méas a la especie Mus musculus (4 hembras
y 6 machos). Finalmente se realizé una diseccion para la extraccion de tejidos a
todos los roedores, se colectaron muestras de higado (H), pulmon (P), rifiones
(R), bazo (B) y sangre (S) de los 27 roedores, obteniendo un total de 5 muestras
de tejido por roedor.

Todos los roedores capturados se inspeccionaron minuciosamente en busca de
ectoparasitos, de cualquier especie, presentes en el roedor. Se colectaron 4
ectoparasitos provenientes de un ejemplar de la especie Rattus rattus, en el mes
de agosto, uno de ellos perteneciente al orden Phthiraptera (piojos), los otros 3
ejemplares del orden Mesostigmata (acaros). Sin embargo, estos no pudieron ser

identificados a nivel de especie.

Andlisis serolégico
Durante los meses de seguimiento, ninguna persona refirid6 tener sintomas

tentativos de rickettsiosis; ninguna de las mascotas se encontrd en estado febril.

Al finalizar las colectas se les invitd a todos los participantes a realizarse la
prueba de inmunoflorescencia indirecta, sin embargo, solamente 7 personas,
correspondientes al 33% (5/15) de las viviendas, accedieron a participar en este
procedimiento. Se obtuvo una positividad del 100% para IgG Rickettsia tiphy,
encontrandose en 3 de las muestras una positividad cruzada con Rickettsia
rickettsii (Tabla 5).
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Tabla 5. Resultados de las pruebas de inmunoflorescencia indirecta para IgG, se observa el
namero de muestra y los resultados para cada especie, asi como la dilucién.

Muestra R. rickettsii R. tiphy
1 ) (+) 1:64
2 (+) 1:128 (+) 1:256
3 (+) 1:64 (+) 1:128
4 (+) 1:.64 (+) 1:128
5 ) (+) 1:64
6 ) (+) 1:64
7 () (+) 1:256

Analisis molecular

Se obtuvieron 267 muestras de ADN, 132 de ectoparasitos y 135 de tejidos. Se
prepararon 801 muestras en total para PCR obteniendo una positividad a
Rickettsia spp. del 21% (168 / 801). De las muestras analizadas, 396
corresponden a ectoparasitos, obteniendo un 25% (98 / 396) de positividad a
Rickettsia spp.; se analizaron 405 muestras de roedores, de las cuales 52% (70
/ 405) fueron positivas. El 21% (168 / 801) de las muestras presentaron una

banda a la altura correspondiente al tamafio del producto esperado.

Se obtuvo un 100% de similitud hacia la especie Rickettsia rickettsii en las
muestras de Rhipicephalus sanguineus y hacia Rickettsia felis en las muestras

de Ctenocephalides felis, Mus musculus y Rattus rattus.

Frecuencia de animales infectados en las viviendas

En los meses de septiembre del 2017 y mayo del 2018 se obtuvieron muestras
positivas en mas del 30% de las viviendas, mientras que en los meses de octubre,
noviembre, diciembre y enero el total de viviendas con muestras positivas fue del
6% (1/16) cada mes. El mayor porcentaje de infeccion se obtuvo en el mes de
febrero en el cual se registraron muestras positivas en el 40% (6/15) de las

viviendas, en el mes de marzo el 13% (2/15), en los meses de abril y junio se
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obtuvieron muestras positivas en el 20% (5/15) de las viviendas; durante los

meses de julio y agosto no se obtuvieron muestras positivas (Figura 5).
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Figura 5. Numero de viviendas con organismos infectados con Rickettsia spp.

Frecuencia de ectoparasitos infectados

Los porcentajes de infeccion mensual de ectoparasitos se calcularon con base
en el nimero de viviendas cuyas muestras de ectoparasitos fueron positivas a
Rickettsia spp. (n=26) y el numero total de viviendas participantes en el estudio
durante ese mes. El mes de febrero representa el mayor niumero de viviendas
cuyos ectoparasitos estaban infectados por Rickettsia spp. (40%), seguido por
los meses de septiembre y mayo durante los cuales se obtuvieron porcentajes de
25% y 27% respectivamente, durante abril y junio el 20% de las viviendas y en
marzo el 13%; durante el periodo comprendido de octubre a enero el porcentaje
de viviendas con muestras de ectoparasitos positivas fue del 6% y en los meses

de julio y agosto 0% (Figura 6).
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Figura 6. Numero de viviendas con muestras de ectoparasitos positivas a Rickettsia spp.

Frecuencia de roedores infectados

La infeccidbn mensual para muestras de roedores se calculé con base en nimero
de viviendas cuyas muestras de roedores fueron positivas a Rickettsia spp. (n=6)
y el numero total de viviendas participantes en el estudio durante ese mes. En el
mes de septiembre se obtuvieron muestras de roedores positivas a Rickettsia spp
en el 33% (5/16) de las viviendas, mientras que durante el mes de mayo el

porcentaje fue del 7% (1/15) (Figura 7).
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Figura 7. Numero de viviendas con muestras de roedores positivas a Rickettsia spp. y el total
de viviendas evaluadas durante el afio de seguimiento.

37



Registros de temperatura y humedad relativa

Con la finalidad de realizar los analisis estadisticos establecidos en el presente
estudio, se consideraron 8,760 mediciones para temperatura y el mismo niamero
de registros para la humedad relativa, las cuales fueron tomadas cada hora
durante el periodo 00:00 hrs del 01/sep/17 — 23:00 hrs del 31/08/18 (ANEXO 7).
Para calcular las variables de temperatura mensual (°C) y humedad relativa
mensual (%), se promediaron los registros de cada hora correspondientes a un
determinado mes (ANEXO 8), los rangos de temperaturas se mantienen entre los
22.1°C en el mes de enero y los 28.5°C en el mes de julio; mientras que, para la
humedad, los valores van de 65.1% en el mes de marzo al 82.3% en el mes de

septiembre, los valores obtenidos coinciden con la época seca y lluviosa.

Relacion infeccion — factores ambientales

Las variables correspondientes a la abundancia de ectoparasitos y roedores,
respectivamente, son significativas con un valor de p<0.0001 cada una, ambas
representan un factor de riesgo de que las bacterias se estén transmitiendo entre
las diferentes especies de hospederos presentes en la vivienda, la variable
temperatura media mensual fue significativa (p=0.043), mientras que la humedad
no lo fue (p=0.334) (Tabla 6).

Tabla 6. Resultados del analisis de regresion, se observa el nivel de significancia (P) para cada
variable analizada, asi como el OR y los indices de confianza del 95%.

. IC 95% IC 95%
Variables P . .
(Inferior) (Superior)
Abundancia relativa de ectoparasitos <0.0001 1.167 1.095 1.245
Abundancia relativa de roedores <0.0001 6.067 2.352 15.654
Temperatura mensual 0.043 0.753 0.557 0.990
Humedad relativa mensual 0.334 1.057 0.944 1.184
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Diferencia entre épocas de muestreo

De acuerdo con los resultados obtenidos para la prueba U de Mann Whitney, se
observo que tanto la presencia / ausencia de muestras positivas en las viviendas
(sig. 0.896), como la abundancia relativa de ectoparasitos (sig. 0.986) no difieren
entre la época seca y lluviosa; por el contrario, la abundancia relativa de roedores
si varia en dichas épocas (sig. 0.002) (Tabla 7).

Tabla 6. Tabla de resultados de prueba U de Mann- Whitney para las diferentes variables, se
observan los diferentes valores de U, asi como el nivel de significancia (P).

Variable U P
Abundancia de ectoparasitos 4602,500 0.986
Abundancia de roedores 3948,000 0.002
Infeccion 4577,000 0.896

Asociacién entre variables

Se realizaron correlaciones producto — momento para determinar si existe una
correlacion ente las variables, encontrandose una asociacion moderada entre la
abundancia de ectoparasitos y el nimero total de muestras positivas a Rickettsia
spp. en la vivienda (infeccién) (r=0.521, p<0.001): en cuanto a la variable de
temperatura (r=0.163, p=0.024) se encontré una asociacion directamente
proporcional y en relaciébn con la humedad relativa (r=-0.148, p=0.041) se
encontré una correlacion negativa. Para la variable abundancia de roedores: se
encontré una escasa asociacion positiva con respecto a la infeccién (r=0.256,
p<0.001) y a la temperatura (r=0.245, p=0.001) (Tabla 8).
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Tabla 7. Resultados del analisis de correlacion de Pearson para las diferentes variables, se
observan los valores de correlacién (r2) y en negritas las correlaciones con valor P <0.005.

. Abundancia Abundancia L Humedad
Variable Infeccion Temperatura :
ectop. roedores relativa
Abundancia 1 0.005 0.271 0.026 0.230
ectop.
Abundancia 1 0.065 0.060 0.007
roedores
Infeccién 1 0.001 0.002
Temperatura 1 0.013
Humedad 1
relativa
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7. DISCUSION

En base al analisis de los datos obtenidos en el presente estudio, es posible
observar una pequefia parte de lo que esta pasando actualmente en el barrio de

Santiago, un area urbana de Mérida.

Los meses de mayo — octubre corresponden a la época lluviosa en el estado, los
siguientes meses (noviembre — abril) corresponden con la época seca. Los
meses de octubre, noviembre y diciembre corresponden con la época seca y
temperaturas bajas, se considera que éstas condiciones son poco favorables
para el desarrollo y actividad de los ectoparasitos vectores, estos datos coinciden
con lo que se observa en la tabla 2, en la cual se puede apreciar una disminucién
en la abundancia de ectoparasitos colectados durante ese periodo. A partir de
enero se puede apreciar un aumento considerable en la abundancia
correspondiente con el aumento de las temperaturas en el estado, en los meses
de mayo y junio se encontré la mayor abundancia de ectoparasitos que ha

coincidido con el comienzo de algunas lluvias y temperaturas altas.

Iriso y colaboradores en el afio 2017®, evaluaron el efecto del cambio climético
en la incidencia de enfermedades de trasmision vectorial y mencionan qué las
temperaturas por debajo de 0 °C y por encima de 40 °C resultan letales para la
mayoria de los artrépodos vectores, mientras que temperaturas comprendidas
entre los 20 °y 30 °C son las mas adecuadas para sus actividades. De acuerdo
con estos resultados, los rangos de temperatura (min.22°C y méax. 28°C) y
humedad relativa (min. 65% y max.82%) registrados por el observatorio
meteoroldgico en el presente estudio se consideran adecuados para los ciclos
bioldgicos de las diferentes especies de ectoparasitos que actian como vectores.
Estas condiciones pudieran explicar la presencia de abundantes poblaciones de
vectores colectadas en el presente estudio (Ctenocephalides felis, Rhipicephalus
sanguineus), de las cuales el 25% se encontré positiva a bacterias del género

Rickettsia.
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Los resultados del andlisis de regresion confirman aspectos de los que ya se ha
reportado informacion, en el estado de Yucatan no existen variaciones muy
notorias en los rangos de temperaturas, de acuerdo con el servicio meteorologico
nacional®d, la temperatura promedio en el estado se mantiene entre 20°C y 30°C
gue es el rango de temperaturas adecuadas para el mantenimiento de los ciclos
bioldgicos de las especies de vectores durante la mayor parte del afio, esto hace
que su periodo de actividad sea considerablemente largo y constante, por éste
motivo pudiera ser que las variable de temperatura result6 significativa (p<0.05),
mientras que la humedad relativa no lo fue, sin embargo, se deberia realizar un
estudio mas a detalle con dichas variables puesto que el valor negativo de
(analisis de regresion) en los resultados de temperatura sugiere que de alguna
manera pudiera estar actuando como un factor protector; mientras que en el
analisis de correlacién, la variable de humedad arrojo una correlacién
inversamente proporcional respecto a la abundancia de ectoparasitos. Tanto la
presencia de ectoparasitos en las viviendas, como la de roedores sinantrépicos
han sido reportadas anteriormente por Marquez y colaboradores en el afio
20158 como factores de riesgo para la adquisicion de rickettsiosis en una zona
urbana de Chihuahua, los datos arrojados por el analisis de regresion sugieren

gue dichas variables efectivamente actian como un factor de riesgo.

En un estudio publicado por Torres®? en el afio 2017 menciona que durante los
dltimos afios se han incrementado las investigaciones para determinar la
participacion de los roedores sinantropicos en los ciclos de transmision de
diversos agentes zoonéticos, las cuales han identificado la presencia de bacterias
del género Rickettsia spp en diversos municipios de Yucatan y en colonias del
centro y sur de la ciudad de Mérida. Diversos estudios®®44 coinciden en que la
especie mas abundante en el municipio de Mérida es Mus musculus seguida por
Rattus rattus; éstos reportes difieren con los resultados observados en el
presente estudio puesto que la especie mas abundante fue Rattus rattus, lo cual

pudiera deberse a que la mayor eficiencia de captura se obtuvo en trampas

42



colocadas en las zonas aledafas a las viviendas (pasillos, patios, areas con
maleza) que, segun un estudio sobre caracteristicas poblacionales de Rattus
rattus y Mus musculus publicado por Panti y colaboradores®®, son sitios en los
cuales Rattus rattus prefiere establecer sus madrigueras (arboles cercanos a las
viviendas o tejados de las casas), mientras que Mus musculus prefiere
establecerlas cerca de las fuentes de alimento, generalmente en las casas, dicho
patron coincide con los sistios de captura de Mus musulus, dentro de las
viviendas (cocina, sala). Es importante mencionar que ambas especies juegan
un importante papel tanto en el ciclo de transmision de Rickettsia spp. como en
el ciclo de vida de diferentes especies de vectores, no se debe menospreciar su
importancia como hospederos puesto que en los individuos capturados se obtuvo
una positividad del 52% a bacterias del género Rickettsia.

Los resultados de la prueba de Mann — Whitney, permitieron observar que tanto
la abundancia de ectoparéasitos como la infeccién, se mantienen constantes en
las diferentes épocas a lo largo del afio. Dichas variaciones si influyen en la
abundancia de roedores la cual presenta diferencias entre dichas épocas. De
acuerdo con los resultados de la prueba de correlacion la abundancia de roedores
esta asociada con la temperatura, esto puede deberse a que ésta tiene una fuerte
influencia sobre los ciclos bioldgicos, puesto que se relaciona con factores como

el estrés hidrico, radiacion, etc. he interfiere en muchas de las actividades vitales.

En el andlisis de correlacién se observé que la infeccion esta relacionada
directamente con la presencia y abundancia tanto de ectoparasitos como de
roedores en las viviendas, sin embargo, ésta no se ve influenciada por la

temperatura o la humedad.

Debido a que existe una estrecha relacion biolégica entre las especies de
Rickettsia y sus respectivos hospederos (reservorios o vectores), es comun
encontrar Rickettsia felis en roedores y pulgas; en un estudio publicado en el
2014 sobre las principales rickettsiosis en Latinoamérica®®, Abarca menciona

gue Rickettsia felis ha adquirido gran importancia por su amplia distribucion, si
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bien mencionan que no se han reportado casos fatales, si se resalta la
importancia de la repentina emergencia de casos humanos en diversos paises
como México. La presencia de Rickettsia rickettsii en garrapatas no se debe
menospreciar debido a su papel como agente etiolégico de la fiebre manchada,
la cual, se considera la mas grave de las rickettsiosis transmitidas por garrapatas
y que hasta el momento sigue siendo un grave problema de salud publica en los
estados del norte del pais® y que comparte tanto el mismo agente causal
(Rickettsia rickettsii), como la misma especie de vector (Rhipicephalus
sanguineus). Si no se toman las medidas de prevencidén adecuadas, pudiera ser
gue en un futuro también se vuelva un problema de salud publica en el estado,
de igual o mayor indole que el que se ha dado en otros estados puesto que en
Yucatdn, como se ha venido mencionando a lo largo de este trabajo, las
condiciones ecoldgicas, climaticas, ambientales, socio — culturales, etc. permiten
mantener los ciclos de transmisidn y la interaccidén entre vectores — hospederos
durante la mayor parte del afio con lo que el riesgo de adquirir la enfermedad por
contacto accidental con éstas especies es un riesgo latente de contraer la

enfermedad.

Los resultados de la prueba de Inmunoflorescencia indirecta obtenidos de los
participantes del estudio, arrojaron una positivad del 100% para IgG de Rickettsia
tiphy y 43% también presentaron positivad para IgG de Rickettsia rickettsii estas
reacciones cruzadas pudieran ser un sugestivo de que la especie infectante es
Rickettsia felis, puesto que en un estudio sobre seroprevalencia en el estado de
Yucatan publicado por Zavala en el afio 1999(%), se reportan 3 casos clinicos de
rickettsiosis por Rickettsia felis, en los cuales obtuvieron muestras de sueros con
titulos positivos 1:64 para R. akari, R. rickettsii y R. thypi, mismas que al ser

secuenciadas arrojaron un 100% de homologia hacia Rickettsia felis.

Reconocer las zonas urbanas como posibles focos de trasmision de rickettsiosis,
es de gran importancia para el estudio y vigilancia adecuada, a pesar de que

hasta el momento se han menospreciado, los resultados del presente estudio nos
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permiten ver que los componentes del ciclo de transmision no estan limitados a
zonas marginadas y que, debido a ello, en el Barrio de Santiago se esta llevando
a cabo una transmision que involucra, no solamente hospederos animales, sino

también a las personas.

Es importante que las nuevas investigaciones que puedan llevarse a cabo en
zonas urbanas de la ciudad de Mérida Yucatan, pudieran evaluar no solamente
la presencia de la bacteria en las diferentes especies de hospederos, sino
también, el ciclo de trasmision desde una perspectiva holistica, que incluya una
vigilancia epidemiolégica constante y no Unicamente durante ciertos meses;
también es importante considerar las percepciones de las personas respecto al
riesgo que representan para su salud, los diversos animales sinantrépicos con
los que conviven; asi como la promocion de la prevencion haciendo del
conocimiento de la poblacion el importante riesgo que representa la presencia de

roedores y/o ectoparasitos en sus viviendas.
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8. CONCLUSIONES

Se determind la frecuencia de la infeccion por Rickettsia rickettsii o Rickettsia felis
en las especies de ectoparasitos Rhipicephalus sanguineus y Ctenocephalides
felis, asi como en las especies de roedores Rattus rattus y Mus musculus

capturados en las viviendas.

Se describio la variacion temporal de la infeccion por Rickettsia en ectoparasitos
y roedores capturados en las viviendas, se observaron tres meses con mayor
presencia de infeccion, asi como un periodo de dos meses sin infeccion, dicha

variacion temporal esta relacionada con cambios de temperatura.

Se determin6é que los factores asociados a la presencia de infeccion en los
ectoparasitos son la temperatura y humedad relativa, y que se mantiene

constante durante la época seca y lluviosa en el estado.

Se determiné que uno de los factores asociados a la presencia de infeccion en
los roedores es la temperatura y por lo tanto, presenta variaciones durante la

época secay lluviosa en el estado.
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10.ANEXOS
Manual del BigDye Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit

appliedbiosystems QUICK REFERENCE

BigDye™ Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit

Catalog Numbers 4337449, 4337450, 4337451, 4337452
Pub. No. MANDO15667 Rev. AD

Note: For safety and bichazard . se2 the “Safety” appendix

in the Bth'a “Terminator 511 Cycle Smmmgl(x: User Guade

(Pub. no. 4337036). Readﬂ\eSafetvaSheets(SDSs\mdfonowﬂu

handling instructions. Wear appropriate protective eyewear, cothing,

and gloves.

This document is intended as a benchtop reference for experienced

users of the BigDye Terminator v1.1 Cyde cing Kit (Cat. Nos.

433/449 4337450, 4337451, and 4337452). See the BigDye Terminator
1.1 Cycle Sequencing Kit User Guide (Pub. No. 4337036) for detailed

mmammdkmbkshooms.

Product description
The BigDye™ Terminator v1.1 Cycle Sequencing Kit provides the
ired for Sanger ing reactions in a pre-mixed

The kit includes BigDve™ Terminator v1.1/v3.1 Sequencing Buffer (5X),
which is specifically optimized for use with the BigDye™ Ready
Reaction mixes.

The kit has been designed to deliver optimal 5’ resolution and
basecalling in shorter fragments when used in combination with
POP-6" polymer and a S0cm array. When used in combination with
Minor Variant Finder Software, the kit can also be used to detect
variants as low as 5% in a sample (see Mixor Variant Finder Software
User Guide (Pub. No. MAN0014835).

d 4

Workflow
Prepare templates
Template quantity
Table 1 Recommended DNA quantities
DNA template | Quantity
PCR product:
* 100-200 bp 1-3ng
« 200-500 bp 3-10ng
« 500-1000 bp 5-20ng
* 1000-2000 bp 10-40 ng
« 2000 bp 20-50 ng
Singlo-stranded DNA 25-50 ng
| Double -stranded DNA 150-300 ng
Cosmad, BAC 05-1.0pg
Bacteral genomic DNA 2-3g

5t¢mph!ushmndbcpunfudb¢£ouuumuqumng
uxbom See hitpsi/www.th fas/
‘d purificati

Ivsis/dn.
t4

html tot arange
of suitable kits.

For Research Use Only. Not for use in diagnostic procedures.
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Perform cycle sequencing
Set up the sequencing reactions

IMPORTANT! Protsct dye terminators from light. Cover the reaction
mix and sequencing plates with aluminum foil before use.

1. Completely thaw the contents of the BigDye™ Terminator v1.1
Sequencing Standard Kit and your primers and store on ice.

2. Vortex the tubes for 2 to 3 seconds, then centrifuge briefly (2 to
3 seconds) with a benchtop microcentrifuge to collect contents at
the bottom of the tubes.

3. Label microcentrifuge tubes “forward” and “reverse” and add
components as indicated:

IMPORTANT! Change pipette tips after each transfer.

IMPORTANT! For control reactions use 4 uL of the control
primers (0.5pmol/uL) in both 10 uL and 20 uL reactions.

Standard reaction
Component Quantity per | Example | Example
reaction Forward Reverse
BigDye™ Terminator v1.1 Byl Bul Bul
Ready Reaction Mix
Forward primer (3.2 M| 3.2 pmol 1l —
Reverse primer (3.2 uM) ~ 1ul
Detonized water Varies based on 9L FuL
[RNase/DNase -free) template and
primer volume
Toemplate See “Template 2 ul.m.“ 2 ulm.m
quantity” on
page 1
Total volume 20 pl 20 pL 20 uL
M Reactions can be scalod to 10 pl. for 384-well usl(ooplhopﬂnm
concentration and volume the same as m 20

: 0. 150 300ng/pl. of dsDNA
Mw;npdlmmlwm;‘mMnmm
Note: Store on ice and protacted from light.
Seal the plate with MicxroAmp™ Clear Adhesive Film.
5. Vortex the plate for 2 to 3 seconds, then centrifuge briefly in a
swinging bucket centrifuge to collect contents to the bottom of the
wells (5 to 10 seconds) at 1,000 x g.

Note: Bubbles may be present within the wells, but do not
adversely affect the reaction.




Using BigDye™ Terminator v1.1 & v3.1 5X Sequencing
Buffer to dilute sequencing reactinns

Some cyde sequence reactions may be using dihated
BigDve™ Terminator Feady Reaction Mix. The BigDve™ Terminator
Ready Feaction Mix is provided at a 25X concentration and can'be
diluted using BigDve™ Terminator v1.1 & v3.1 53X Sequencing Buffer to
a final end reaction conceniration of IX.

Calculate the volume of BigDye™ Terminator v1.1 & v3.15X
Sequencing Buffer towse

0.5" {{kotal reaction volume)/2 5) - volume of BigDve™ Terminator
Ready Feaction Mix).

Note: If vou use the BigDve™ Terminator v1.1 & v3.1 53X Sequencng
Buffer without optimization, the quality of the sequence may
deteriorate. We can nof guarantze the performance of BigDye™
chemistry when it is diluted.

An example of a 0.5x diluted sequencing reaction is shown below:

Diluted reaction [0.5X)
Component Quantityper | Example | Example
reactian Forward | Reverse
BigDye™ Terminator v1.1 Al Al &pL
Ready Reaction Mix
Biglye™ lermmator ¥1.1 & L ZuL 2pL
wd.1 5K Sequencing Buffer
Forwand primer (3.7 pM] 3.2 pmal 1pl -
Reverse primer 3.2 yM) 1yl
Demnized water Varmes based on LANTE 1 pL
[RMasa/DNasa-frea] template and
primer volume
Tamplate Sew Tamplate FplME T N
quantity” on
page |
Total volume 0L 20pL ETT

0 a.g_ 150-300ng/uL of BsOMA

B conceniration of emplate

alfect volume, it termglate wolume differs please
AU e YOILME Of Water in

FRACTN T

Run the sequencing reactions
1. Flace the tubes or plate(s) in a thermal cycer and set the volume.
2. Perform cyde sequencing:

Paramater Cydling (25 cycles)
e | mature | Ammeal | Extend | "0
Ramp rate - 1°C/second

Temperature (58 (5 SFC | s0°C &°C

Time [mm:ssl | 0100 0010 | 000 | 0400 [ Untl ready

o purify.

M Shortar exwension imes can be used or shor iempkates.

Purify the sequencing reactions

Salts, umincorporated dye terminators, and dINTFs in sequendng
reactions obscure data in the early part of the sequence and can
mtm'ﬁaremmhagacalh:@

Purify the reactions before capillary electrophoresis. See
the BigDye™ Termimator 71.1 Cyole Sequencing Kt Liser Guide (Pub. No.
4£337036) for recommended profocols.

Capillary electrophoresis

Capillary electrophoresis guidelines
* Fesuspend sequencing reactions in 10-uL of Fi-Di~ Formamide.
Dio not heat samples to resuspend. Run samples as soon as
possible after resuspension.
Nate: It is not necessary to resuspend samples purified with the
BigDye XTerminator™ Purification Kit
= Select the correct mobility file. Different dyes will have different
mkility corrections required for a.dequate basecalling.
If the wrong mobility file is used, this can be comrected with
Sequendng Analysis Software.
Compatible sequencing instruments
= 310 Genetic Analyzer
» 31530/3130x! Gemetic Analyzer
* 3500/3500xL Ganetic Analyzer
* 37530/3730x] DNA Analyzer

Calibration
Mafrix or sequending standards provide a sample for multi-coler
spectral correction for the dve emission overlap of the BigDye™
Terminatars.
Perform new spectral calibrations when an array is installed or

jes are moved within the detection area to ensure and maintain
the highest quality spectral calibration on your system.
See your specific instrument user guide for more information on
calibration.

The nlormasticn in this guide = subject 1o change withoul notice,
DISCLAIMER

10 THE EXTENT ALLOWED BY LAW, LIFE TECHNOLOGIES ANIVOR (15 AFFILIATERS) WILL NOT BE LIABLE FOR SPECIAL, INCIDENTAL, INDIRECT, PUNITIVE, MULTIPLE, OR
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Consentimiento Informado

“ANALISIS DE LA INFECCION POR RICKETTSIAS EN ECTOPARASITOS Y
ROEDORES EN EL BARRIO DE SANTIAGO”

Ustedes han sido invitados a participar en un estudio de investigacion titulado "Analisis de
la infeccién por rickettsias en ectoparasitos y roedores en el barrio de Santiago" La
responsable de este estudio es la Biol. Lucero Montserrat Balmaceda de la Facultad de
Medicina de la Universidad Auténoma de Yucatdn. En este estudio, pediremos la
participacion de hogares en el barrio de Santiago en Mérida, Yucatan, México para examinar
animales en la blsqueda de enfermedades rickettsiales. Ha sido invitado a participar porque
su casa fue seleccionada en el estudio, la participacién en la encuesta es estrictamente
voluntaria y no implica costo o riesgo. Le pedimos que lea detenidamente este documento y
haga todas las consultas que considere oportunas antes de dar su consentimiento y firmar.

Objetivo del estudio: Analizar la infeccidn por rickettsias en ectoparasitos y roedores en el
barrio de Santiago.

Procedimientos. Puede participar en este estudio si autoriza la colocacién dentro y fuera de
su hogar de trampas para colectar roedores; inspeccionar las mascotas de su propiedad para
tomarles la temperatura y obtener garrapatas o pulgas; obtener una muestra de sangre en
caso de presentar sintomatologia tentativa de rickettsiosis en personas y mascotas.
Entendemos su interés en participar en el estudio, sin embargo, no puede formar parte de él
en caso de no aceptar cualquiera de los procedimientos. Las muestras seran examinadas en
el Laboratorio de Enfermedades Infecciosas y Parasitarias de la Facultad de Medicina de la
Universidad Autbnoma de Yucatan y se mantendran durante la duracién del estudio.

Almacenamiento. Como parte de la investigacién en curso y los proyectos enfocados en
enfermedades transmitidas por vectores, a veces es conveniente usar los datos y muestras
utilizados en el estudio para un estudio posterior. Las muestras y los datos seran utilizados
exclusivamente por los investigadores en este estudio. Usted tiene el derecho de denegar la
autorizacion para almacenar su muestra para futuros estudios. Si no nos autoriza a
almacenar la muestra y los datos, seran eliminados al final de este estudio. Tiene derecho a
revocar la autorizaciéon en cualquier momento. Esto se puede hacer enviando un correo
electronico a la direccion de correo electrénico: A16020019@alumnos.uady.mx para
informar su decision en ese momento su muestra e informacidon seran eliminadas para
cualquier estudio futuro.

Solicitamos que los procedimientos de autorizacion especificos para colocar una cruz cuando
sea apropiado:

Si No

Tomar temperatura y muestras de garrapatas y pulgas en mascotas

Autorizacion para dentro y fuera de su hogar, trampas para roedores

Tomar muestra de sangre para IFl en caso de ser necesario
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Resultados. Los resultados de las pruebas de laboratorio no estaran disponibles durante
varios meses. Las pruebas de laboratorio utilizadas en este estudio son para investigacion
exclusivamente, lo que significa que un resultado positivo no significa que usted esta enfermo
0 es un riesgo para su salud o la de otros.

Confidencialidad. Todos los datos de la encuesta y las pruebas de laboratorio se trataran
con estricta confidencialidad, toda la informacién sera analizada sin acceso a los nombres o
datos personales y soélo para el personal que trabaja en el estudio. Cualquier informacién
gue pueda ser usada para identificar a los participantes del estudio sera eliminada antes de
reportar y publicar los resultados.

Derechos del participante. Usted tiene el derecho de dejar el estudio en cualquier momento
y sin dar ninguna explicacion. No participar en el estudio o dejar el estudio no afecta de
ninguna manera.

Diseminaciéon: Los resultados de este estudio seran presentados conjuntamente,
manteniendo la confidencialidad de cada uno de los participantes, de manera que se
entregue un material impreso con los resultados sobre la presencia de estas bacterias en el
area donde vive y las recomendaciones para evitar la enfermedad identificada. Los
resultados también se presentaran en eventos especiales y revistas cientificas en el area de
salud, esto para difundir el conocimiento generado en todo momento la confidencialidad de
los participantes del estudio se mantiene.

Contacto. Si necesita mas informacion o tiene alguna pregunta sobre el estudio o este
formulario, comuniquese con la responsable:

Biol. Lucero Montserrat Balmaceda

Laboratorio de Enfermedades Infecciosas y Parasitarias
Facultad de Medicina

Universidad Auténoma de Yucatan

99 94 7598 90

Nombre y firma del participante Nombre y firma del responsable

Nombre y firma de testigo
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Acuerdo de Confidencialidad

“ANALISIS DE LA INFECCION POR RICKETTSIAS EN ECTOPARASITOS Y
ROEDORES EN EL BARRIO DE SANTIAGO”

Quien firma el acuerdo, responsable del proyecto, llamada Lucero Montserrat
Balmaceda en edad legal y residente en la ciudad de Mérida, identificada como aparece
al pie de su respectiva firma; y , también mayor de edad,
habitante de la ciudad de Mérida, con domicilio en

han acordado entrar en este
Acuerdo de Confidencialidad que se regira por las siguientes clausulas:

CONSIDERACIONES

1. Las partes estan interesadas en obtener muestras de ectoparasitos y roedores en el
hogar del participante del estudio

1.1 obtener muestras de sangre Unicamente si se presenta sintomatologia
tentativa de rickettsiosis

2. Es necesario que manejen informacion confidencial y / o informacién sujeta a derechos
de propiedad intelectual antes, durante y después.

CLAUSULAS

PRIMERO. OBJETO. El propésito de este acuerdo es establecer los términos y
condiciones bajo los cuales las partes mantendran la confidencialidad de los datos e
informacion intercambiados entre ellos, incluyendo informacién sujeta a derechos de
autor, patentes, técnicas, modelos, invenciones, procesos, algoritmos, programas,
investigacion, detalles de disefio, informacién financiera, nombres y caracteristicas de
los investigados, inversores y cualquier informacién revelada a terceros.

SEGUNDO. CONFIDENCIALIDAD. Las partes acuerdan que cualquier informacion
intercambiada entre ellas proporcionada o creada se mantendra estrictamente
confidencial. La parte receptora correspondiente podra revelar informacién confidencial
a quienes la necesiten y autoriza por adelantado su utilizacion.

TERCERO. EXCEPCIONES. No habré obligacion de confidencialidad en los siguientes
casos: Cuando la informacion recibida sea de dominio puablico, cuando la informacion
confidencial sea revelada por el propietario.
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CUARTO. DURACION. Este acuerdo se aplicara durante la duracion de la investigacion
propuesta hasta un término de dos afios a partir de su fecha.

QUINTO. DERECHOS DE PROPIEDAD. Toda la informacion intercambiada es
propiedad exclusiva de la parte donde sea aplicable. En consecuencia, ninguna de las
partes utilizara la informacion del otro para su propio uso.

SEXTO. MODIFICACION O TERMINACION. Este acuerdo solo puede ser modificado o
terminado con el consentimiento expreso y por escrito de ambas partes.

SEPTIMO. VALIDEZ. Este acuerdo requiere para su validez la firma de los participantes.

Para constancia y aceptacioén, este acuerdo por duplicado por las partes que han

intervenido en el mismo, se firma en la ciudad de Mérida, Yucatan a de
del 2018.
Firma Responsable Firma Participante
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Caracteristicas de las mascotas

“ANALISIS DE LA INFECCION POR RICKETTSIAS EN ECTOPARASITOS Y
ROEDORES EN EL BARRIO DE SANTIAGO”
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Manual del kit commercial de extraccion de ADN de la marca

Notes:

1 The amount of agarcse
exceed from the gel should
be as smal as possible.

* Do not incubate above
GO°C. It is important that the
gel sbee dissolve
cormpletely. This can b
faciitated by gentle mixing
during the incubation.

* Remave the flow-through
by aspiration. Avold
contaminaton of the
cobaction fube rim.

+ DMA Elution Buffer: 10
mi Trig-HCL pH 8.5, 0.1
mi EDTA.

* Elution of DNA from the
cokemn is dependent on pH
and temperature. If water is
used, make sure the pH

Is 6.0, Waiting 1 minute
prior to eluion may improve
the yield of larger (= 6 kb)
DNA. For even largar DMA
{3 10 kb, the total yield may
b improved by eluting the
DA with 60-70 “C DNA
Elution Buffer.

Zymoclean™: Gel DNA Recovery Kit

Buffer Preparation

v Before starting: Add 24 ml 100% ethanol (26 ml 95% ethanol) to the 6 ml DNA
Wash Buffer concentrate. Add 96 ml 100% ethanaol (104 ml 95% ethancl) to the
24 ml DNA Wash Buffer concentrate.

¥ DNA Wash Buffer included with D4001S and D4001T is supplied ready-to-use and

does not require the addition of ethanel prior to use.

Protocol

All centrifugation steps should be performed between 10,000 - 16,000 x g.

1.

Excise the DNA fragment’ from the agarose gel using a razor blade, scalpel or other
device and transfer it into a 1.5 ml microcentrifuge tube.

Add 3 volumes of ADB to each volume of agarose excised from the gel (e.g. for 100
pl (mg) of agarose gel slice add 300 pl of ADB).

Incubate at 37-55 °C for 5-10 minutes until the gel slice is completely dissolved®.

For DWA fragments = 8 kb, following the incubation step, add one addiional volume (equal o that of the gel slice) of
water to the mixture for betier DNA recovery (e.g., 100 pl agarose, 300 pl ADB, and 100 W water).

Transfer the melted agarose solution to a Zymo-Spin™ Column in a Collection
Tube.

Centrifuge for 30-60 seconds. Discard the flow-through®.

Add 200 pl of DNA Wash Buffer to the column and centrifuge for 30 seconds.
Discard the flow-through. Repeat the wash step.

Add 2 & pl DNA Elution Buffer* or water® directly to the column matrix. Place
column into a 1.5 ml tube and centrifuge for 30-80 seconds to elute DNA.

Ultra-pure DNA, is now ready for use.

ZYMO RESEARCH CORP.

Phione: (343) 678-1190 « Toll Free: (BBB) BBZ2-DGE2 « Fax: (340) 266-2452 « info@zymoresearch.com « www.zymoresearch.com
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Registros de temperatura y humedad proporcionados por la Red
Universitaria de Observatorios Ambientales de la UNAM
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11.Glosario

Clima: Estado medio de la atmoésfera a lo largo de un periodo de tiempo, en
promedio se considera que este periodo es de unos 30 afios. Los factores del
clima son aquellos que actuando conjuntamente definen las condiciones

generales de una zona terrestre de extension relativamente amplia®:

¢ La situacion de la region dentro de la Circulacion General Atmosférica
¢ Factor de continentalidad
¢ Factor orogréfico

¢ Efecto de la temperatura de las aguas marinas

Estacionalidad: La estacionalidad ambiental afecta la estructura de las
comunidades ecologicas a través de los cambios temporales en la disponibilidad
de los recursos (espacio y alimento), temperatura, agua y fotoperiodo. Las
especies animales deben sincronizar aspectos basicos de su biologia y ecologia
como son, la reproduccion, el crecimiento, la actividad diaria y anual y la
distribucion espacial, entre otros, ante las variaciones estacionales. Lo anterior
provoca fluctuaciones estacionales en la riqueza, composicion, abundancia y
diversidad de las comunidades. Sin embargo, la importancia de estos factores
ambientales difiere entre regiones, siendo las fluctuaciones estacionales en
temperatura mas importantes en regiones templadas, mientras que las de

precipitacion lo son en regiones tropicales y aridas®“®),

Estado del tiempo: El tiempo se refiere al estado de la atmosfera en un lugar y
momento concretos, es decir, grado en que esta caliente o fria, himeda o seca,
calmada o tormentosa, despejada o nubosa. La mayoria de éstos fenbmenos

ocurren en la troposfera, justo bajo la estratosfera®.

Hospedero: Organismo que provee de nutrientes y/o albergue a otro organismo

en diversas asociaciones biologicas@,
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Reservorio: Especies que tienden a tener altas densidades de poblacion y ciclos
de vida rapidos, como es el caso de los roedores, que son el reservorio mas
importante para las larvas y las ninfas. Para el caso de R. rickettsii, la garrapata,
ademas de vector, es considerado el reservorio natural mas importante debido a
que se infecta de por vida transmitiendo la infeccibn no solo de manera

transestadial, si no también transovarialmented),

Rickettsia: bacterias intracelulares obligadas, con forma de cocobacilos (0,3a 1
pm); se colorean con la tincion de Giménez, Giemsa y naranja de acridina y no
crecen en medios de cultivo habituales, necesitando para su aislamiento
animales de laboratorio, huevos embrionados, lineas celulares de mamiferos
como Vero, HEL, L-929 o lineas celulares de artrépodos. Son transmitidas por

artropodos vectores como garrapatas, acaros, pulgas o piojos®®).

Rickettsiosis: Enfermedad infecciosa que se da por contacto con los vectores
del agente etiolégico (bacterias Rickettsia). Los sintomas y signos clinicos de las
rickettsiosis comienzan usualmente en 6 a 10 dias posteriores de la picadura o
exposicion al artropodo vector competente, e incluyen: fiebre, malestar general,
cefalea, mialgias y diferentes tipos de lesiones cutaneas, que van desde un
exantema maculo — papular o papulo — vesicular leve a cuadros petequiales
intensos, acompafnados o no de una escara de inoculacion. En aproximadamente
25% de los casos se presentan sintomas de gravedad, como insuficiencia
respiratoria, shock, ictericia, insuficiencia renal, efusion pericardica y pleural,
manifestaciones hemorragicas que incluyen necrosis de dedos y compromiso
neuroldgico en forma de convulsiones, disminucion de la conciencia, parestesias,

rigidez de extremidades y debilidad muscular®?).

Vector: (biolégico) Generalmente son especies de artropodos que tienen la

capacidad de transferir un agente infeccioso de un hospedero a otro®%,
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