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Resumen

Las especies de vida silvestres como los tlacuaches (Didelphis marsupialis) y los
cacomixtles (Bassariscus astutus) estdn asociadas a las enfermedades zoonéticas debido
a la fragmentacion de su hdbitat, asi como el incremento en las poblaciones humanas,
generando un aumento tanto en la movilizacibn como en la urbanizacibn de estos
animales, teniendo como resultado una interaccion forzada entre las diversas especies y
los patdgenos. En este estudio se conté con un total de 89 muestras: 58 sueros de
tlacuaches silvestres proporcionadas por el Laboratorio Clinico BioGeneTicks y 31 sueros
procedentes de la Primera Unidad de Rescate, Rehabilitacién y Reubicacion de Fauna
Silvestre Endémica y Exoética de México (URRRS) de estas 24 fueron de tlacuaches
silvestres y 7 de cacomixtles silvestres. De los resultados obtenido se obtuvo evidencia de
la presencia de: Rickettsia spp. 17/89 (19.1%) muestras positivas; Leptospira interrogans
8/89 (9%) muestras positivas, Borrelia burgdorferi 11/89 (13.5%) muestras positivas, y
Bartonella spp., 12/89 (12.4%) muestras positivas en tlacuaches (D. marsupialis),
destacando las muestras de tejido cardiaco, mientras que en los cacomixtles (B. astutus)
se obtuvieron 3/89 (3.4 %) muestras positivas para Rickettsia spp.; mediante biologia
molecular a distintos genes. Por lo anterior se pudo concluir que la fauna silvestre tiene un
papel muy importante en el rol de enfermedades zoondéticas para la salud publica, la
interaccion entre los animales poco comunes en los ciclos, generando asi un interés para
seguir estudiando a estos animales poco reconocidos, al igual se debe conocer la
interaccion que tienen estas especies y como pueden afectar a la fauna silvestre la

presencia de estas bacterias.

Palabras clave: Garrapatas, Zoonosis, Fauna silvestre, Cacomixtles, Tlacuaches
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1.0. Introduccién

Existe una gran variedad de enfermedades de entre estas aproximadamente el 60% son
trasmitidas por animales hacia el hombre, denominadas como enfermedades zoonéticas
de las cudles la mayoria (entre el 70 — 75%) suelen ser originadas en especies de vida
silvestre. Su aumento en la actualidad se generd tras la reaparicion de enfermedades que
ya existian anteriormente, pero en areas geograficas diferentes y han evolucionado para
poder infectar a nuevos hospederos causando sintomatologias mas graves. Esta
aparicion se ha relacionado con la variedad de cambios hechos en los ecosistemas,
modificaciones en el habitat, el crecimiento de la poblacion, aumento de vuelos
internacionales por cuestiones comerciales y en general cambios facilitados por la

globalizacién (Rojero, 2017).

Como ejemplo de la gran amplitud de enfermedades que pueden trasmitirse, tenemos a
todas aquellas que son generadas por vectores como las garrapatas que favorecen la
trasmisién de bacterias como las rickettsias, las cuales se encuentran a lo largo de todo el
mundo e inclusive de forma endémica como es el caso de la enfermedad de Chagas y la

Leishmaniasis cutanea en la peninsula de Yucatan (Flores, Guido, 2012).

Por consiguiente, este estudio tiene como objetivo la busqueda de agentes patégenos
transmitidos por vector en fauna silvestre poco estudiada como los tlacuaches (Didelphis
spp.), y cacomixtles (Bassariscus astutus), con el fin de entender el rol que juegan estos

en el mantenimiento de los patégenos dentro del ambiente del estado de Hidalgo.

1.1. Participacion de animales silvestres en la transmisién de enfermedades

zoonoticas

Las enfermedades zoondéticas generalmente son asociadas a la alteracion de los
ecosistemas, modificaciones ambientales que resultan en la evolucién de los patdgenos
por medio de los hospederos mas cercanos a su alrededor, es asi como las
enfermedades suelen presentarse en los animales de vida silvestre dando como resultado
que un aproximado del 70% son responsables de alguna enfermedad zoonoética que

afecte a los humanos (Ruiz, 2012).

El riesgo e incluso el impacto que pueden llegar a tener las enfermedades presentes de
poblaciones silvestres radica en que muchas de las patologias son desconocidas tanto en

los propios animales como en la manera en la que podria afectar al ser humano, la
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posibilidad de contaminacion incrementa con las distintas interacciones que se tienen con
ellos, considerando desde el trafico ilegal de especies , el consumo de carnes exoticas,
las cacerias furtivas, el incremento en la produccién de animales domésticos y la gran

destruccion de habitat para la formacion de cultivos (Santiago, 2009).

La mayoria de los animales pertenecientes a la mastofauna son asociadas a las
infecciones zoonoéticas debido a su caracter sinantropico debido a su presencia en
espacios peridomésticos como son los tlacuaches, zorros, mapaches, tejones. Las
poblaciones de bajos recursos suelen tener mayor relacion con este grupo de animales,
ya que favorecen la transmision del virus del oeste del Nilo, rickettsias, hantavirus y
borreliosis incrementando interaccion entre huéspedes — patégenos se modifique debido a
cambios tanto naturales como aquellos generados por la actividad humana (Ruiz et al,
2011).

1.1.1. Evidencia de la interaccidén entre animales silvestres, patégenos y
vectores en el Mundo

Tanto los antecedentes como la signologia de enfermedades zoonéticas en animales de
vida silvestre son probablemente muy minimas en comparaciéon a las de especies
domésticas, debido a que los estudios suelen realizarse con ejemplares muertos
(resultado del estrés que se genera por el manejo y confinamiento) en caso de ser
positivos a algun patdégeno, se desconoce por completo los signos que este podria

presentar, la patologia y la posible forma de trasmision (Rodriguez., 2015).

Se debe considerar que tanto el riesgo como el impacto de las enfermedades procedentes
de poblaciones de animales silvestres son desconocidas, ya que las alteraciones
epidemioldgicas que se llegan a generar dependen en mayor medida de las especies y su
relacion con los animales domésticos, asi como los humanos; ejemplo de ello es lo
ocurrido en algunas zonas de Brasil donde la coexistencia entre caballos, ganado, tapires
(Tapirus terrestres) y capibaras (Hydrochoerus hydrochaeris) caus6 una amplificacién de
las enfermedades generadas por rickettsias, evidenciando que los capibaras en particular
son infectados por todos los estadios de garrapatas del complejo Amblyomma
cajennense, considerandolos asi como vectores de diversos microorganismos, causando

el contagio de animales domésticos y humanos por igual (Quintana, 2018).

Por su parte un estudio en Colombia permitié conocer la prevalencia que existe entre las

enfermedades causadas por rickettsias (Ehrlichia spp., Rickettsia spp. y Anaplasma spp.),
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los vectores que participan en su distribucion y los ejemplares tanto de vida silvestres
como aquellos presentes en centros de conservacion. Para ello se utilizé la técnica de
reaccién en cadena de la polimerasa (siglas en ingles PCR) para poder identificar a los
microorganismos, utilizando como muestra a garrapatas adultas, asi como el suero de
mamiferos y reptiles. Los resultados obtenidos permitieron establecer que existe una
mayor prevalencia de estas bacterias en los vectores encontrados en las diferentes
especies que en los propios ejemplares, siendo todas las especies estudiadas negativas a
la presencia de Ehrlichia spp. demostrando asi que los microorganismos se encuentran
circulantes entre garrapatas principalmente en los animales que se encuentran en centros
de conservacion y en menor medida en aquellos de vida libre. Por ello que la vigilancia
epidemioldgica de estos agentes, al igual que sus vectores es la clave de una respuesta
oportuna y eficiente para prevenir futuras epidemias generadas por estos patdgenos
(Monsalve, 2014).

Un gran namero de garrapatas duras, asi como especies blandas se pueden encontrar en
aves silvestres como lo demostré un estudio en Argentina que permiti6 establecer la
interaccion que tienen debido a su importancia ecoldgica, ya que las aves sostienen total
o parcialmente el ciclo de vida de estos vectores, actuando como reservorios de
patdgenos trasmitidos por garrapatas, facilitando la dispersién geografica de los vectores.
Los resultados obtenidos revelan la existencia de garrapatas mayormente inmaduras
(larvas y ninfas) de especies Amblyomma, Haemaphysalis, Ixodes y Ornithodoros,
confirmando que las aves silvestres son hospederos relevantes para las etapas
inmaduras de algunas especies de garrapatas, teniendo asi un papel en el transporte de
aquellas que se encuentran infectadas con patdégenos que afecten tanto animales como

humanos (Flore et al., 2023).

Dentro de las regiones del noreste y sureste de Estados Unidos se establecié la
interaccion que existe entre los ectoparasitos y especies silvestres como son los
mapaches, las zariglieyas y los venados cola blanca; Los resultados sugieren que
mamiferos de tamafio mediano a grande alimentan una amplia variedad de garrapatas en
el medio ambiente pero esto no es un determinante clave para que especies como
Haemaphysalis longicornis adquiera patégenos de estos hospederos silvestres,
estableciendo asi que la interaccién entre estas especies no garantiza la aparicion de

agentes infecciosos y mucho menos su transmision (Tufts, 2021).
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En el estado de llinois en Estados Unidos se realiz6 un estudio para demostrar la relacion
entre garrapatas y tlacuaches, la finalidad era conocer si los vectores eran parte de la
dieta de los marsupiales y de ese modo formar parte de las especies que permiten el
control de plagas, ya que la literatura menciona un consumo promedio de hasta el 96.5%
de estos vectores, consumiendo 5500 larvas por semana, analizando exhaustivamente los
estbmagos de los marsupiales. De acuerdo con sus resultados, esta especie no es
consumidora de garrapatas, por lo que no deberian ser un método efectivo para el control
biolégico de enfermedades trasmitidas por garrapatas, ya que las personas comenzaban
a colocarlas en zonas especificas para contrarrestar la presencia de estos vectores
(Hennessy y Hild, 2021).

En Texas se llevé a cabo un estudio con la participacion de the Galveston Police
Department Animal Services Unit el cual permitié asociar a las zariglieyas con pulgas de
gato. Para ello se recolectaron muestras tanto de los marsupiales como de los
ectoparasitos que presentaban cada uno, los analisis fueron negativos en la amplificacion
del ADN rickettsial, sin embargo, en los sueros se estableci6 la presencia de anticuerpos
contra 3 agentes Rickettsia typhi, R. felis y R. rickettsii. Los autores mencionan que lo
anterior podria deberse al analisis de PCR realizado en el estudio, la ausencia de este
patdgeno en los estudios estableceria la falta de conocimiento que se tiene sobre la
cinética de los patégenos tanto en los vectores como en los posibles reservorios de la
zona (Blanton, 2016).

Recientemente, se realizé otro estudio en Estados Unidos para conocer la presencia de
las bacterias Rickettsia y Borrelia en garrapatas Alectorobius kelleyi de la familia
Argasidae presentes en murciélagos marrones peridomésticos, con el fin de conocer la
ocurrencia de los vectores en los distintos estados del noreste del pais. Los resultados
confirmaron la presencia de garrapatas A. kelleyi la mayoria en estadio de larvas, del
mismo modo se encontré la presencia de rickettsias de las especies R. bellii
endosimbionte de Bemisia tabaci y R. peacockii, la presencia de estas bacterias implica
un riesgo para la salud tanto de los murciélagos como de los humanos. Lo que permite
indicar que la exposicion humana a los ectoparasitos que infestan la vida silvestre
peridomésticos debe considerarse en la epidemiologia de las enfermedades transmitidas

por garrapatas (Occi et al., 2023).

Se realizé un estudio exploratorio en el area de manejo de vida silvestre de Sherburne en

Luisiana el cual buscaba identificar a reservorios de Leptospira spp., obteniendo muestra
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de diferentes mamiferos. Los resultados demostraron que el 21.4% de las 98 muestras
fueron positivas con una prevalencia mayor de exposicién sobre la serovar bratislava en
especies silvestres como las ardillas, zorros, ratas algodoneras hispidas y cerdos
asilvestrados, indicando asi que estas especies son relevantes para su transmision,
mientras que otras especies como los castores americanos, las nutrias y las zariglieyas
de virginia fueron negativos a todas las serovariedades ocupadas en el estudio. Sin
embargo, los resultados podrian ser subestimados ya que no se realizé durante el pico
estacional de la bacteria, por lo anterior se puede establecer que existe un riesgo
potencial de la exposicibn a Leptospira spp. para la vida silvestre, los animales

domésticos y los humanos (Anderson et al., 2022).

El varado de animales marinos a lo largo de la costa de Cerdefia en ltalia permitié la
recoleccién de muestras de diferentes especies de delfines, entre ellas, delfines listados
(Stenella coeruleoalba), delfines nariz de botella (Tursiops truncatus), delfines grises
(Grampus griseus), cachalotes (Physeter macrocephalus) y delfines comunes (Delphinus
delphis). Se realizaron analisis histopatolégicos en los que no se encontraron lesiones
significativas debido al tiempo transcurrido tras el varamiento de los animales; los andlisis
inmunohistoguimicos que no fueron Utiles para todas las muestras debido a la
descomposicién y cultivos a partir del tejido renal, lo que evidencié la presencia de
Proteus spp. en uno de los ejemplares de la especie T. truncatus; mientras que el
aislamiento e identificacion de leptospira se obtuvo por medio de la tipificacién de
secuencias multilocus (MLST) en el mismo ejemplar, encontrando la cepa 53187
correspondiente a su vez a la secuencia tipo 140 que se asigna a Leptospira interrogans
serogrupo pomona, grippotyphosa y pyrogenes, su presencia fue confirmada al realizar un
andlisis filogenético que estableci6é la presencia Unicamente del serogrupo pomona. Las
vias de transmision a través de las cuales estos ejemplares adquieren leptospira son
desconocidas; sin embargo, su presencia demuestra una posible fuente de propagacion
de una amplia variedad de patégenos, incluido aquellos agentes con potencial zoonético,
resaltando la necesidad de realizar o continuar con investigaciones que incluyan a los

mamiferos marinos (Piredda et al., 2020).

Se llevéd a cabo un estudio en el estado de Carolina del norte para analizar muestras de
nutrias de rio (Lontra canadensis) para establecer la presencia de Leptospira interrogans,
Parvovirus y Toxoplasma gondii mediante PCR en tiempo real. Los resultados

demostraron que de 220 muestras tan solo el 1% fue positivo a L. interrogans, 19% fue
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positivo a parvovirus y el 24% fue positivo a T. gondii, si bien la presencia de parvovirus
junto con T. gondii parece relativamente comdn que no llega a afectar negativamente a
las poblaciones, la presencia de leptospiras es inusual y podria ir en aumento al
incrementar la interaccion entre las enfermedades trasmitidas de humanos, animales
domésticos a poblaciones silvestres, es por ello que las investigaciones posteriores deben
examinar los parametros presentes en los ecosistemas que estan generando la trasmision
entres especies domésticas y silvestres, asi como los signos o efectos subletales de la

infeccion (Sanders et al., 2020).

El incremento de la poblacion humana, asi como la invasion y modificacion de los
ecosistemas genera un incremento en el riesgo de interacciones entre las especies, como
es el caso de los murciélagos de Fiji del Pacifico con los humanos, debido a esto se
realiz6 un estudio para conocer los diversos patégenos (coronavirus, paramixovirus,
histoplasma y leptospira) presentes en 176 muestras de murciélagos en vida libre. Se
analizaron 78 muestras de orina y 98 muestras fecales mediante PCR utilizando como
cebadores LC0O1490 y HCO2198 disefiados para amplificar el gen de la subunidad | del
citocromo C oxidasa (COl), siendo comprobados mediante electroforesis en gel. Todas las
muestras fueron negativas para coronavirus, paramixovirus e histoplasmas; mientras que
78 muestras fueron positivas para L. kirschneriy y L. interrogans; sin embargo, es
necesario realizar un aislamiento bacteriano con muestras frescas para identificar por
completo las bacterias detectadas en el estudio, mantener la vigilancia con respecto a la
interaccion que se da entre los animales silvestres, domésticos y los humanos, teniendo
en cuenta que las diversas especies de murciélagos pueden estar actuando como fuente

de infeccion en los casos humanos positivos a Leptospiras spp. (McCutchan et al., 2023).

En California se realiz6 un estudio para estimar la prevalencia de Leptospiras spp. en
cadaveres de las especies de linces rojos (Lynx rufus) y pumas (Puma concolor). Se
analizaron un total de 136 muestras de pumas y 39 muestras de linces, durante la
evaluacion histologica e inmunohistoquimica se determiné la presencia de nefritis
intersticial, esa lesion se gener6 en un 95% en pumas y en un 36% en linces. Ademas, se
implementé la prueba de aglutinacion microscopica (MAT) para detectar serogrupos de
Leptospira como pomona, serjroe, canicola, icterohaemorrhagiae, grippotyphosa y
australis. Los resultados demostraron que el 28% de las muestras de lince y 50% de las
muestras de puma fueron positivas en la prueba MAT, mientras que en la prueba de PCR

46% de las muestras de puma y soélo el 9% de las muestras de lince fueron positivas,
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destacando el serogrupo pomona de L. interrogansse en ambas especies de felinos y en
menor cantidad el serogrupo icterohaemorrhagiae (Straub et al., 2021).

Los héabitos de caza y consumo de especies silvestres se convierten en el método mas
cercano para contraer diversas enfermedades, por lo anterior se realizé un estudio en el
municipio de Mossoré en Brasil para determinar la presencia de anticuerpos de
Toxoplasma gondii, Leishmania spp. y Leptospira spp. en armadillos de 6 bandas
(Euphractus sexcinctus) en vida libre. Se obtuvieron 33 muestras de sangre de ejemplares
gue se encontraban en libertad, los anticuerpos para el caso de T. gondii fueron
detectados mediante la prueba de aglutinacion modificada (MAT-toco), mientras que para
Leishmania spp. se utilizé la prueba de aglutinacion directa (DAT) y para Leptospira spp.
se realiz6 la MAT. Los resultados obtenidos demostraron la presencia de anticuerpos en 2
ejemplares para T, gondii; 2 positivos para Leptospira spp. serogrupo canicola y
andamana, mientras que para Leishmania spp. solo 3 animales fueron positivos. A pesar
de los resultados ningln animal fue positivo a mas de una prueba, por lo que se requieren
mayores estudios para poder comprender los resultados y poder demostrar si los
armadillos de 6 bandas representan un riesgo para la salud publica (De Oliveira et al.,
2020).

Se llevo a cabo un estudio en Ontario, Canada para analizar 460 muestras de rifiones
procedentes de diversas especies (nutrias, castores, venados cola blanca, zarigleyas,
mofetas, ratones silvestres y coyotes), las cuales fueron analizadas mediante el método
de inmunohistoquimica y PCR para la deteccion de Leptospira spp. con la finalidad de
comparar y secuenciar aquellas leptospiras presentes en los animales domésticos y
humanos. Obtuvieron 341 muestras positivas mediante la prueba de PCR que
coincidieron con 104 muestras positivas que fueron analizadas con la prueba de
inmunohistoquimica mayormente en las especies de zorrillos (42%) y mapaches (33%),
seguido de castores (9%), zorros (8%) y zariglieyas (6%). El estudio establecié que la
cercania de los animales domésticos asi como la de los humanos con ejemplares de vida
silvestre no garantiza un incremento en la exposicion de este agente patégeno,
posiblemente por la implementacion de programas de vacunacion para los animales
domésticos, ya que los animales silvestre no mantiene la enfermedad de forma
independiente, sino que requieren la introduccion de la enfermedad mediante los animales
domésticos y las condiciones ambientales para que se mantengan las fuentes de

infeccion (Shearer et al., 2014).
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Un estudio similar para determinar la prevalencia de anticuerpos contra los serogrupos
autumnalis, bratislava, canicola, grippotyphosa, hardjo, icterohaemorrhagiae y pomona de
Leptospiras en animales silvestres atrapados en granjas de Ontario en Canada, confirma
los reservorios silvestres que se presentan en esta region, ya que se obtuvieron muestras
de mapaches, zorrillos, zariglieyas y ratas las cuales fueron analizadas utilizando la
prueba de MAT. Se obtuvo una prevalencia del 33% en las muestras de mapaches ,
resultado positivas para los serogrupos grippotyphosa, australis, icterohaemorrhagiae y
pomona de Leptospira, por su parte las demas especies fueron negativas a todos los
serogrupos evaluados, posiblemente por la baja cantidad de muestras, asi como la amplia
distribucién que tienen los serogrupos presentes en la regién, resaltando la importancia de
generar estrategias apropiadas para el manejo de enfermedades en humanos y ganados
(Allen et al., 2014).

En un estudio realizado en la provincia de Madre de Dios en Peru se identifico la
presencia de Bartonella spp. en 16 especies distintas de murciélagos no hematéfagos,
destacando el primer reporte para las especies Artibeus lituratus, Carollia perspicillata,
Phyllostomus elongatus y Platyrrhinus infuscus. Las muestras fueron analizadas utilizando
la prueba de PCR, se obtuvo una prevalencia de 9.68% de las 62 muestras obtenidas
demostrando la importancia que tienen estas especies como reservorios de la bacteria,
asi como lo importante que es considerar los alcances que puede tener en la salud
publica y comprender detalladamente que nos permita poder enfrentar de mejor forma

nuevas cepas emergentes o remergentes (Uchuya et al., 2022).

En un estudio realizado en Alaska por Carrasco y colaboradores (2014) para evidenciar la
presencia de bacterias del género Bartonella spp. en nutrias, se analizaron 148 muestras
(44 de sueros de especimenes capturados en la bahia de Kachemak y 48 obtenidas por
necropsias de ejemplares varados) mediante ensayo de anticuerpos inmunofluorescentes
indirectos (IFA) para la deteccién de anticuerpos primarios B. henselae, B. clarridgeiae y
B. washoensis. Los resultados obtenidos demostraron que de las 48 muestras solo el 14%
tuvo reaccién a B. washoensis y el 25% fue reactiva B. henselae y B. washoensis,
confirmando la participacion de las nutrias como portadores sugiriendo que las
coinfecciones con otras especies de Bartonella spp. o algun otros patégeno, permite el
desarrollo de enfermedades debilitantes en estos animales, este estudio proporciona
informacion necesaria para para el monitoreo de Bartonella spp., asi como el manejo y

conservacion de las nutrias marinas (Carrasco et al., 2014).
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En Noruega se recolectaron muestras de 68 alces, 41 ciervos rojos y 35 renos, asi como
los ectoparasitos presentes en ellos y 120 muestras de mosquitos; y se implementé una
prueba de PCR para amplificar el gen rpoB de B. bovis, B. capreoli, B. schoenbuchensis,
B. chomelii. Obteniéndose una amplificacion del 75.4% en alces, 4.9% en ciervos rojos y
todas las muestras de renos fueron negativas siendo el primer estudio sobre la
prevalencia de Bartonella spp. en esa especie, posiblemente por el habitat en el que
suelen vivir donde existe una baja disminucion de ectoparasitos. El estudio permite la
comprension de la epidemiologia y los posibles vectores entre los cérvidos salvajes de
esta region que se encuentran fuera del &rea de distribucién de los ciervos, haciendo que

los alces sean posibles reservorios de estos patégenos (Sacristan et al., 2020).

Se realiz6 un estudio en el parque nacional de Malasia obteniendo 30 muestras de sangre
de la especie de murciélago Pteropus hipomelanus, para su andlisis se utilizé la prueba
de PCR dirigido a la region del ARNr 16S — 23S, los resultados obtenidos fueron 2
muestras positivas a Bartonella spp. las cuales presentaban similitudes de secuencia con
B. bovis, B. schoenbuchensis y B. chomelii, debido a la movilidad que presentan los
murciélagos se ha informado con frecuencia que son reservorios de una gran variedad de
patdgenos humanos, pero se requieren mayores investigaciones sobre la dinamica de

transmision, asi como la competencia que existe entre los vectores (Hou et al., 2018).

Se realiz6 un estudio molecular para determinar Bartonella spp. y Mycoplasma spp. en
246 muestras de vison americanos (Neovison vison) que se encuentran como especie
invasora en el sur de Chile, se analizaron mediante PCRq dirigida al gen nuoG para
Bartonella spp. y una PCR convencional dirigida al gen 16S ARNr para Mycoplasma spp.,
los resultado obtenidos fueron de un 8.9% 22 de 246 muestras dieron positivas, siendo
identificada con B. clarridgeiae y solo el 2% 5 de 246 muestras fueron positivas el primer
con identidad de hemotrdpico Mycoplasma y Candidatus, el M. haematoparvum que hasta
el momento habia sido identificada en roedores, perros, gatos domésticos siendo reporte
en animales silvestres como el vison americano, por ello estudios futuros deberan evaluar

la transmision entre especies (Sepulveda et al., 2020).

Se realizé una investigacion para conocer el papel de los anfibios y reptiles en el ciclo de
Borrelia spp. se analizaron trabajos de los cuales solo 25 especies de reptiles y solo 1
especie de anfibio han sido reportadas como hospederos de 7 especies de Borrellia, por
su parte 11 especies de garrapatas asociadas a 18 especies de reptiles fueron positivas

para las misas especies de Borrellia, la mayoria de los reportes se encontré en Europa y
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Estados Unidos donde el orden Squamata es el que tuvo mayor cantidad de especies
referidas, seguido del orden Testudines. El estudio concluye que se debe asociar a la
enfermedad de Lyme, la fiebre recurrente y las Borrelia spp. con especies de reptiles y
anfibios a pesar de que los agentes patégenos encontradas en los reptiles, no implica una
amenaza latente, pueden presentarse especies como B. burgdorferi, B. afzelii, B.
lusitaniea, B. turcia; sin embargo, son pocos los estudios a nivel mundial que relacionan a

los reservorios herpetolégicos con vectores (Colunga et al., 2018).

1.1.2. Antecedentes de la relacion entre animales silvestres, patbgenos y
vectores en México

El proceso de urbanizacion en las areas naturales genera de manera indirecta un
incremento en la riqueza de ectoparasitos, que a su vez crea un impacto directo a las
poblaciones de animales silvestres que buscan adaptarse a la presencia humana, debido
a esto la Universidad Autbnoma de Querétaro (CJUAQ) realizé un estudio para conocer la
variedad de ectoparasitos que suelen ser asociados con los tlacuaches (Didelphis
virginiana). En este estudio, se logré identificar especies de las familias Pulicidae (como
Ctenocephalides felis y Euhoplopsyllus glacialis affinnis) y Rhoplopsylidae (Polygenis
martinezbaezi y Polygenis spp.); ademas se obtuvo la identificacion de 2 especies nuevas
de pulgas (Euhoplopsyllus glacialis affinnis y Polygenis martinezbaezi) las cuales no se
habian reportado en esta especie de marsupial o en las zonas donde fue realizado el
estudio. Con ello se demuestra que el crecimiento demogréafico genera a su vez un

incremento en el resguardo de vectores y agentes patdgenos (Hernandez, 2014).

En el estado de Campeche en México se investigé la infeccion por Rickettsia en
garrapatas recolectadas de jabalies salvajes los cuales son utilizados como fuente de
alimento o son capturados para mantenerse en cautiverio. En este estudio se colectaron
196 garrapatas directamente de los animales y se encontré la presencia del ADN de 2
especies de Rickettsia (R. parkeri y R. amblyommatis) encontradas principalmente en las
especies de garrapatas Amblyomma maculatum y A. mixtum. Este hallazgo indicativo de
una posible problematica para la salud humana y animal ya que posiblemente los cerdos
salvajes podrian estar sirviendo como huéspedes alternativos para las garrapatas (Lopez
et al., 2021).
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Dentro de la reserva de la biosfera los Petenes en Campeche y la reserva ecoldgica del
Pedregal de San Angel en la Ciudad de México se llevo a cabo un estudio que buscaba
determinar la seroprevalencia de rabia y Leptospira a través de la interaccidon
antropogénica entre perros de libre rango y tlacuaches, los resultados demostraron que
ambas especies habian estado en contacto con diferentes serovariedades de ambos
patdgenos, lo que podria implicar un riesgo potencial de transmisién de enfermedades

zoondticas debido al contacto indirecto de las especies con las personas (Arenas , 2014).

Se realizé un estudio en la comunidad de Cenotillo al este de Yucatén, se recolectaron 92
roedores silvestres de 7 especies distintas (Rattus rattus, Mus musculus, Heteromys
gaumeri, Ototylomys phyllotis, Peromyscus yucatanicus, Peromyscus leucopus, Sigmodon
hispidus) a los que se les extrajo el ADN del tejido renal para determinar la presencia de
Leptospiras. Las muestras fueron analizadas mediante PCR de punto final utilizando
inicialmente el gen 16SrRNA y corroborando con una segunda prueba en el que se utilizd
el oligonucleétido 16S5. Las condiciones de la PCR fueron de 95°C por 5 min seguido de
34 ciclos a 95°C por 45s, 94°C durante 1 min y 72°C por 2 min, una extension final de
72°C por 5 min. Se obtuvo una frecuencia positiva general de 5.4% siendo 5 muestras
positivas del total, mientras que la frecuencia por especie fue del 4.5% para H. gaumeri y
del 8% para R. rattus y M. musculus. La investigacién confirma que los roedores silvestres
funcionan como reservorios, asi como constituir una fuente de mantenimiento, asi como
un foco de infeccion interespecifica lo que permite asegurar la circulacién del patdgeno

entre las mismas especies de animales (Torres et al., 2018).

En el estado de Yucatan en México se capturaron 123 roedores localizados en domicilios
y peridomicilios 94 de ellos pertenecian a la especie M. musculus, 29 eran de la especie
R. rattus se obtuvieron muestras de tejido provenientes de vejiga y orejas, siendo
analizados mediante PCR anidada utilizando como marcador genético la flagelina
cromosémica de 41kDa obteniendo un total de 45 muestras positivas, siendo asi el primer
reporte de la presencia de Borrellia burgdorferi en roedores sinantrépicos, el estudio
demostré un riesgo de transmision de Borrelia spp. tanto para los humanos como para los
animales domésticos debido al incremento en la fragmentacion del ecosistema,
confirmando que la fauna silvestre que incluia desde roedores, ocelotes hasta zopilotes
eran infectados mediante el vector Ixodes affinis, sin descartar la posible trasmision que

se generaba a especies cercanas a los poblados (Solis et al., 2016).
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En él se analizaron 7 rebafios de ovinos provenientes de distintas zonas que involucraban
los municipios de a Tulancingo de Bravo y Progreso de Obregén en el Estado de Hidalgo
y Tlaltizapan en el Estado de Morelos. Se obtuvieron un total de 117 muestras de sangre
de ovinos y 9 de caprinos, la amplificacion por PCR fue positivo para la presencia de ADN
de la especie Borrellia melophagi en 20 muestras de ovinos, pero ninguna de las de
caprinos, asi mismo se obtuvo 46 muestras obtenidas de bovinos de la zona en el que se
encontraban expuestas a mordeduras de murciélagos, de ellas solo 16 fueron positivas a
B. bovis, ademas se colectaron 35 muestras por hisopado oral de murciélagos (Desmodus
rotundus) las cuales fueron negativas a Bartonella spp. por PCR mediante los cebadores
especificos para el citocromo B mitocondrial a pesar de que fueron positivas para otros
métodos de diagnosticos como el cultivo. El estudio demostrd que los ovinos sirven como
portadores potenciales, sin embargo, la presencia de mordeduras generadas por
murciélagos hematéfagos no tenia mayor relacién en el riesgo de exposicion con agentes
de Bartonella spp., ya que la transmisién oral se limita, disminuyendo potencialmente la

transmisién zoondtica (Raya et al., 2018).

En un estudio realizado en Yucatan, se identifico la presencia de diversas especies de
Bartonella spp. en roedores silvestres, se tuvo un total de 38 especies de roedores de las
cuales predominaron los ratones venado de Yucatan (Peromyscus yucatanicus). Para ello
se realizaron pruebas de PCR con cebadores dirigidos al gen gltUn a partir de muestras
de corazon y cultivos bacterianos los resultados confirmaron la presencia de Bartonella
spp. en todos los roedores, siendo mayor la prevalencia (71%) en los ratones venado de
Yucatan identificando la especie B. vinsonii subespecie vinsonii y una nueva especie
propuesta con el nombre de B. vinsonii subespecie Yucatanense debido a que comparte
mas del 96% de homologia de secuencia para el gen gltUn, Se obtuvo 22 muestras de
sangre positivas a Bartonella con un aislado intermedio entre B. vinsonii subsp. berkhoffii
y B. vinsonii subsp. Arupensis, siendo el primer reporte su presencia en el raton venado
de Yucatén (Fischedick et al., 2016).

1.1.3. Relacién entre los Tlacuaches, Cacomixtles, Rickettsias spp.,
Leptospiras spp., Bartonella spp., Borrelia spp. y vectores

Existe una gran variedad de estudios en los que se tiene la participacion de marsupiales y
pequefios mamiferos, la mayoria con la finalidad de establecer una relacion entre la vida
silvestre, vectores y las enfermedades con potencial zoonético. Particularmente existe un

mayor numero de estudios que involucran al tlacuache como especie principal de la
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investigacion y en menor medida investigaciones que contemplan a los cacomixtles
Unicamente como dispersores de semillas 0 que son nombrados sin aportar mas

informacioén a los estudios.

Estudios realizados en Brasil lograron establecer al tlacuache (Didelphis aurita) como
potencial diseminador de rickettsias, teniendo como principal vector a la garrapata A.
cajennense, estableciendo que la enfermedad puede transmitirse de entre 5 a 25 dias

post-exposicion (Quintana, 2020).

En la peninsula de Yucatdn — México lograron determinar la relacién entre tlacuaches,
gatos y perros con relacion al agente Rickettsia felis que es trasmitido por la pulga del
gato (Ctenocephalides felis) debido a la coexistencia tan cercana de las especies, en
donde la especie silvestres puede servir como principales reservorios y trasmitir el
patdgeno a las especies domésticas o siendo al revés. De igual forma se destaco la gran
carga parasitaria que manejaban las especies de entre ellas destacaba la presencia de

garrapatas del tipo ixodida con particularidad el género Amblyomma (Canto, 2020).

Por otra parte, la amplia distribucion del orden Didelphimorphia ha permitido obtener el
aislamiento de Leptospira, serovar grippotyphosa, ballum, brasiliensis, szwajak,
autumnalis, tingomaria, georgia, icterohaemorrhagiae, huallaga y rupa rupa presentes
sobre todo en la zariglieya comun, mientras que en las demas especies como es el caso
de las zariguieyas de orejas blancas se tienen cepas pertenecientes al serogrupo Pomona.
A pesar de la presencia de Leptospira, en todas las especies de zariglieyas investigadas,
los titulos para la prueba de MAT fueron bajos. También se ha aislado Leptospiras de
especies pertenecientes al orden Cingulata, Cetacea, Afrosoricida, Quiroptera vy
ejemplares de reptiles, primates e incluso anfibios, lo que demuestra que la leptospirosis
tiene una amplia gama de reservorios que incluyen tanto especies domesticas como
silvestres, por lo que podria ser de las enfermedades zoonéticas mas prevalentes,

reemergente y subestimada en el mundo (Cilia et al., 2021).

Finalmente, un estudio realizado en el Pantanal en Brasil buscaba caracterizar
morfoldgica y fenotipicamente a Bartonella spp. provenientes de marsupiales de vida libre,
realizando el estudio con un total de 8 muestras de sangre de 2 especies de marsupiales
(Thylamys macrurus y Monodelphis domestica) en que todas las muestras fueron
sometidas a PCR. 5 ejemplares fueron positivos para el gen gapdh enddégeno de

mamiferos, pero ninguna fue positiva al utilizar la PCRq basado en el gen nuoG; por otra
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parte, las muestras positivas fueron analizadas mediante BLAST teniendo una alta
identidad con Borrellia machadae. Este estudio demostr6 los pocos informes que existen
de Bartonella spp. en marsupiales, destacando que los pocos se han realizado en
Australia y Estados Unidos, asi mismo estable un método para mejorar la detecciéon de
esta bacteria en marsupiales, al implementar los resultados de PCRq a partir de muestras
de sangre en cultivo liquido de pre-enriguecimiento y aislamiento en agar chocolate

demostré ser mas eficaz (Amaral et al., 2022).

2.0. Marco tedérico

2.1 Ectoparasitos

Las garrapatas son aracnidos de gran tamafio, muy longevas entre 1 a 3 afios, que suelen
alimentarse exclusivamente de sangre de forma periddica con largos intervalos entre cada
ingesta, requieren apartarse de su hospedador cada vez que se alimentan y para poder
concluir cada una de las etapas de su ciclo de vida. El habitat ideal para que puedan
generar o concluir un ciclo, requiere de la disponibilidad de hospederos para cada uno de
sus estadios de desarrollo y debe tener una humedad lo suficientemente alta para permitir
mantener su balance hidrico, en zonas donde la humedad es baja pueden llegar a resistir
la desecacion por cortos periodos de tiempo mientras consiguen un hospedador (Shearer
y Wall, 2010).

Se clasifican en 2 grandes grupos, el primero denominado como Ixodidae o garrapatas
duras las cuales son de gran interés en medicina veterinaria por su amplio nimero de
especies, mientras que la segunda familia, denominada como Argasidae o garrapatas

blandas cuenta con un menor nimero de especies (Jacobs, 2015).

2.1.1. Garrapatas duras — Familia Ixodidae

Los ixoides llegan a medir entre 2 — 20 mm de longitud, presentan un cuerpo aplanado sin
alimentar a su vez se divide en 2 porciones un gnatosoma anterior o denominado también
como capitulo, el cual es siempre visible cuando se les ve dorsalmente, asi mismo en esta
parte se encuentran 4 segmentos denominados palpos en los cuales se encuentran los
organos sensoriales y la segunda porcién es el idiosoma posterior que es la porcion que
contiene las patas, este presenta un escudo o scutum que cubre por completo la parte
dorsal en los machos, siendo esta caracteristicas Util para su dimorfismo sexual (figura 1).
Dentro de sus particularidades presentan una secrecion en la saliva que contiene

anticoagulantes que permiten el desarrollo de lesiones, generando la principal via para la
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transmision de enfermedades. Conforme la alimentacion el cuerpo comienza a girar en
angulos de 45° en relacién con la piel (pudiendo incrementar de tamafo conforme
continue la ingesta) es en este momento donde realizan un anclaje que puede llegar a

durar varios dias en el hospedador (Rodriguez , 2019).

Figura 1 Partes morfoldgicas y caracteristicas generales de las garrapatas adulta de la
familia Ixodidae
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Esta representacion de una garrapata dura con sus estructuras morfolégicas que son compuestos del gnatosoma
e idiosoma respectivamente, también se muestra las caracteristicas para el dimorfismo sexual de las garrapatas
adultas; a) vista dorsal de una garrapata ixddida hembra; b) vista ventral de una garrapata ixddida macho.

2.1.2. Garrapatas blandas - Familia Argasidae

Las Argasidae se caracterizan por no presentar un escudo dorsal, sin embargo, presentan
una cuticula de aspecto correoso siendo mas marcado en ayunos prolongado causando la
formacion de una serie de surcos o pliegues, estos son generados debido a que la
superficie corporal esta compuesta de una seri de mamelones y disco presentes desde
los estadios ninfales, en conjunto generan un aspecto reticulado, no tienen glandulas
foveales y carecen de un escudo dorsal esclerotizado (figura 2). Su anclaje es por breves
periodos de tiempo debido a que sus piezas bucales se encuentran situadas en la parte
anterior de los apéndices, generando que los ojos se localicen en surcos laterales sobre
las patas de forma similar los estigmas (aperturas respiratorias) que son pequefos,
posicionados de forma anterior a las coxas (base de las patas) del cuarto par de patas y
siendo distintivo de esta familia con respecto a su morfologia es la presencia de un poro

coxal , que les permite concentrar el exceso de agua durante la ingestion de sangre,
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eliminando el agua de una forma rapida mientras se encuentran alimentdndose. Este
mecanismo es tan eficaz que la mayoria de las especies de esta familia en su etapa de
larva consumen Unicamente pequefias cantidades de sangre durante no mas de 60min,
asi mismo destacan por presentar distintos estadios ninfales que no siempre es
correspondiente al tipo de especie, ya que también puede influir las circunstancias
ambientales o la abundancia de hospedadores por lo que podrian llegar a presentar entre

3 a 11 estadios ninfales disminuyendo casi por completo el estadio de larva (Estrada,
Pefia, 2015).

Figura 2 Representacion morfoldgica de una garrapata adulta de la familia
Argasidae

2
Idiosoma

=

En las garrapatas blandas las estructuras se encuentran presentes en el idiosoma respectivamente y no
existen caracteristicas que permitan el dimorfismo sexual de las garrapatas duras; a) vista dorsal de una
garrapata argasida; b) vista ventral de una garrapata argasida.

2.2. Microorganismos trasmitidos por ectoparasitos

Existe una amplia variedad de ectoparasitos con los que el humano coexiste diariamente
de forma natural pero en la mayoria de los casos también existe una convivencia entre los
ectoparasitos y los animales que pueden ser tanto silvestres como domésticos; esto da
pauta a una relacion entre agentes patdégenos que pueden involucrar desde virus,
protozoarios, hongos, parasitos y bacterias los cuales son trasmitidos por diferentes
mecanismo como el contacto directo, la ingestién, mordeduras o vectores intermediarios
(Rodriguez Garcia et al., 2020). La tabla 1 establece algunos ejemplos de agentes

infecciosos que son transmitidos por ectoparasitos, asi como sus hospederos.
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Tabla 1 Tabla con ejemplos de agentes patdégenos trasmitidos por ectoparasitos

Agente patdégeno

Vector

Reservorio

Rickettsia rickettsii

Anaplasma
phagocytophilum

Ehrilichia canis

Ehrlichia chaffeensis

Babesia canis
Hepatozoon canis

Babesia gibsoni

Borrelia burgdorferi

Borrelia anserina

Los microrganismos

rickettsias son

Dermacentor andersonii y D.

variabilis
Rhipicephalus e Ixodes ricinus

Ixodes scapularis, I. pacificus, .
spinipalpis, I. ricinus
Amblyomma ameicanum, Ixodes
pacificus, |. scapularis y
Haemaphysalis spp.

Ixodes hexagonus, Haemaphysalis
spp., D. reticulatus, Rhipicephalus

sanguineus

Ixodes ricinus, I. hexagous, I.

persulcatus, D. reticulatus

Argas persicus

Canidos domeésticos,
Cénidos salvajes,

Ratones y Humanos

Canidos domeésticos,
Cénidos salvajes,
Ratones, Venado cola

blanca y Humanos

Canidos domésticos

Roedores, Humanos,

Especies  silvestres,
Rumiantes, Canidos y
Felinos domésticos

Aves de corral y Aves

silvestres

(modificado a partir de Organizacion Mundial de la Salud, 2020)

responsables de una amplia variedad de

enfermedades infecciosas en animales y humanos que presentan una gran distribucién en
el mundo (Biberstein, 1994). En este orden se diferencian dos familias que son de gran
importancia para la medicina veterinaria la primera Anaplasmataceae a la cual pertenecen
los géneros Ehrlichia, Anaplasma y Neorickettsia se relacionan con patégenos
intrafagosomales (aquellos que afectan con particularidad a los eritrocitos) debido a que
se alojan en el fagosoma de su célula huésped y la familia Rickettsiaceae que presenta
solo el género Rickettsia caracterizado por invadir el endotelio vascular, una tercer familia
es descrita como Coxiellaceace en la que se distingue el patégeno Coxiella burnetii el cual

afecta a células fagocitarias como son los macréfagos (Quinn et al., 2011).
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Existe una gran variedad de especies de las cuales solo algunas de ellas se trasmiten por
garrapatas, afectando principalmente caninos (Ehrlichia canis, E. ewingii, Anaplasma
platys, Rickettsia rickettsii, Neorickettsia elokominica y N. helminthoeca), equinos
(Anaplasma phagocytophilum y Neorickettsia risticii) y rumiantes (Anaplasma ovis, A.
marginale, Ehrlichia ruminan y Cowdria ruminantium) de un estadio a otro. En condiciones
naturales estos patégenos suelen diseminarse a través de pequefios mamiferos y
artrépodos, pero debido a los cambios en los ecosistemas el humano se convirtié en un
huésped accidental que tiene la caracteristica de amplificar su radio de diseminacién ya
gue el mayor desarrollo de las enfermedades suele darse tras la mordedura o ingestion de

algunos trematodos infectados (Posada et al., 2020).

Las garrapatas son asociadas con una variedad de grupos de vida silvestre como reptiles,
aves y mamiferos, pero los estudios y la informacion que existe al respecto sobre estos
ectoparasitos es minima (tabla 2). En México solo el 20% de las especies de vertebrados
gue existen en el pais cuentan con informacién sobre su fauna parasitaria siendo que en
la actualidad los estados con mayor presencia de garrapatas son: Veracruz con 26
especies y Oaxaca con 23 especies; seguidos de los estados de Yucatan, Chiapas,
Guerrero, Tamaulipas, Nuevo Leodn, Coahuila, Sonora e Hidalgo. Las enfermedades
trasmitidas por garrapatas que han sido reportada en el pais y que se asocian
mayormente con animales de vida silvestre son la Fiebre Maculosa de las Montafias
Rocosas, Ehrlichiosis y Anaplasmosis sin embargo los pocos estudios que se han
realizado para la deteccién de patégenos, se ha realizado a través de la prueba PCR
resultan en la mayoria deficiente, es por ello que algunos autores han comenzado a
implementar la gPCR para poder detectar multiples patégenos debido a que las muestras
de fauna silvestres son dificiles de obtener por la afectacién al momento de recolectarlas,
ademas de que la mayoria suelen enfocarse en los agentes que se encuentran en el

hospedero o solo en el vector (Lopez et al, 2021).
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Tabla 2 Especies de garrapatas reportadas en especies Didelphis y los agentes
infecciosos a los que son asociados

Especies de

tlacuache

Didelphis
albiventris

Didelphis

aurita

Didelphis

marsupialis

Didelphis

virginiana

Didelphis

imperfecta

Especies de garrapata

Ixodidae: Amblyomma aureolatum, A.
auricularium, A. coelebs, A. dubitatum, A.

ovale, A. fuscum, A. sculptum, A. parkeri

Ixodidae: Haemaphysalis juxtakochi, A.
brasiliense, A. coelebs, A. dubitatum, A.
geayi, A. fuscum, A. incisum, A. ovale, A.

sculptum, A. scutatum, A. yucumense

Ixodidae: Haemaphysalis, A. dissimile, A.
coelebs, A. cajennense, A. geayi, A.
ovale, A. sculptum, A. oblongogutta, A.
humerale, A. mixtum, A. sabanerae, A.
triste, A. parkeri, A. pacae, Rhipicephalus

sanguineus

Ixodidae: A. americanum, Dermaceto

variabilis, Ixodes affinis, |. scapularis, .

scapularis, |. cookie, Haemaphysalis

longicornis, Rhipicephalus sanguineus

Ixodidae: A. cajennense, A. sensu

Agente infeccioso

Grupo Rickettsiae — fiebre maculosa, R. parkeri

Grupo Rickettsiae — fiebre maculosa, R.

parkeri, Borrelia burgdorferi, R. amblyommatis

Grupo Rickettsiae — fiebre maculosa, R.
amblyommatis, R. rickettsii, Coxiella Burnetii,
R. parkeri, Borrelia

burgdorferi

Rickettsia rickettsii, Bartonella henselae,
R. conorii, Anaplasma spp., Rickettsia spp.,

Babesia

spp., Theileria spp., Borrelia spp., B.
burgdorferi, B. bissettiae,

B. henselae, B. microti, B.

mayoni, R. parkeri R. conorii, B. lonestari,

Ehrlichia
ewingii, E. chaffeensis, B. lonestari, Francisella

tularensis

Rickettsia amblyommatis

(modificado a partir de Bezerra et al., 2021)
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2.3. El orden Rickettsia

Este orden tiene la particularidad de poder ser bacilo o cocobacilo con un tamafio
pequeiio (entre 0.3 — 0.6 pm), pleomorficas, aerdbicos, no producen exotoxinas
limitandolas a un contenido de lipopolisacéaridos, son gram negativo, se visualizan con
mayor facilidad al realizar tincibn de Giemsa u otras tinciones policromaticas, son
intracelulares obligadas que tienen como células huésped los eritrocitos, linfocitos y
células epiteliales, en ellas se lleva a cabo la replicacion de forma binaria al encontrarse

en el interior de las vesiculas intracitoplasmaticas (Gyles et al., 2010).

Se conforma por bacterias cuya caracteristica general, es que presentan una pared
celular que les da la capacidad de obtener energia a través de un intercambio entre el
ADP con el ATP del hospedador; tienen la capacidad de crear recombinaciones genéticas
gue conducen a una evasion inmune, permitiéndoles el desarrollo de infecciones
persistentes; la mayoria requieren células vivas para propagarse, por lo que de forma in
vitro requieren la asociacion con células, esto se obtiene al ocupar sacos vitelinos de
embriones de pollo, macréfagos o células epiteliales de vertebrados y artrépodos que
presenten una temperatura 6ptima de entre 33 — 35°C con una incubacién de varias
semanas dependiendo de la especie de interés, asi mismo requieren para un Optimo

desarrollo nutrientes como el glutamato (Pérez et al., 2017).

Algo distintivo de este orden es que son parasitos de artropodos que suelen replicarse en
las células intestinales antes de propagarse a otros 6rganos, algunas especies pueden
ser trasmitidas por via transovarica (en garrapatas y acaros), transestadial (como algunas
especies de Ehrlichia y Anaplasma), algunas otras especies como son las de
Neorickettsia infectan a trematodos en todas las fases de su ciclo de vida y muy pocas
pueden persistir de forma latente en el huésped como es el caso de Ehrlichia canis
(Monsalve, Buritica, 2019).

Se ha generado una reclasificacion significativa debido a la secuenciacion de ADN
principalmente en secuencias de genes ARNr 16S y el 23S donde se establece a Ehrlichia
dentro de la familia Anaplasmataceae generando asi que la familia Ricketksiaceae ahora
solo se encuentre compuesta por el género Rickettsia y Orienta dejando a la familia
Anaplasmataceae con 5 géneros Woolbachia, Aegyptianella, Neorickettsia, Anaplasma y
Ehrlichia, dentro de esta variacion de cambios las especies también pueden ser
reasignadas (OIE, 2015).
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Su mecanismo patogénico implica un dafio generado inicialmente por la picadura de algun
artrépodo o bien por la ingestion de algun trematodo infectado, lo que va generar lesiones
al endotelio vascular o células hematopoyéticas, el secuestro de tejidos dafiados, vasos
trombosados, alteraciones en la produccion, destruccion y acortamiento de la vida util de
células inmunitarias, pero también suelen utilizar la lisis a través de células T citotoxicas y
por interferones (IFN-y) como resultado se generan alteraciones vasculares y de perfusion
como hemorragias, edemas, trombosis o necrosis que terminan afectando a la mayoria de

los sistemas (Garcia et al., 2017).

2.3.1. Tipos de Rickettsia

Se reconocen en la actualidad aproximadamente 25 especies pertenecientes al género
Rickettsia con distribucién mundial. Dentro del continente americano durante el siglo XX
Unicamente se reconocian 3 enfermedades causadas por estos agentes: la Fiebre
manchada de las Montafias Rocosas, el Tifus epidémico y el Tifus endémico, pero a partir
del afio 2000 se decretaron mas de 10 especies diferentes precisamente desconocidas
hasta ese entonces en el continente, presentandose tanto en artrépodos como en casos
clinicos siendo clasificadas como entidades emergentes y reemergentes. Los agentes
pueden ser clasificadas en 3 grupos de acuerdo con el vector potencial que las trasmite
(Ledn de la Fuente, 2019):

* Grupo 1 Tifus: se asocia principalmente a piojos y pulgas
» Grupo 2 Fiebres manchadas: asociada Unicamente a garrapatas

* Grupo 3 Intermedio: se asocia principalmente acaro y artropodos

Debido a la amplia variedad de agentes el género se puede divide en 6 grupos, el grupo
del tifus, el grupo de la fiebre de los matorrales, el grupo de la fiebre exantemética, el
grupo transicional, el grupo de fiebre Q y el grupo de Ehrlichia. En la tabla 2 se subdividen
cada uno de los tipos de rickettsias. Estos agentes tienen mayor potencial para la
formacion de enfermedades zoonéticas y la presencia de la mayoria de estos
microorganismos se pueden determinar con pruebas de serologia lo que facilita su

prevencion y distribucion (Carroll, 2018).
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Tabla 3 Clasificacion de los grupos del género Rickettsia

GRUPO AGENTE VECTOR RESERVORIO ENFERMEDAD DISTRIBUCION
L Asia,
Tifus epidémico que es .
) ) » o Sudamérica,
wn Rickettsia o trasmitido por piojos y -
=) . Piojo Humano . _ . Norteamerica y
" prowazekii tifus endémico o murino o
- Africa
— que es
Rickettsia tiphy Pulga Roedores Trasmitido por pulgas Mundial
8 %) Se distribuye
LU
=1 I o mayormente en
w < Orientia i . i
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2.3.2. Epidemiologia de Rickettsia

Se debe contemplar que las bacterias del género Rickettsia requieren para movilizarse el
utilizar a los insectos como vectores, suelen tener mayor preferencia por los artrépodos
hemato6fagos como lo son las garrapatas, pulgas, piojos y de manera indirecta al humano,
tras encontrar al hospedero comienza a tener un comportamiento de parasito comensal, al
vivir a expensas de los vectores. La seleccion por un insectos recae en las células de su
aparato digestivo el cual contiene microrganismos similares a las bacterias, el ciclo varia
con respecto al tipo de rickettsias como es el caso de Rickettsia rickettsii que habita en
garrapatas sanas trasmitiéndose via transovarica y que al momento de tener contacto con
algun vertebrado se da la infeccion con estos patdgenos, cabe destacar que para que
este proceso sea de cierto modo exitoso la garrapata debe estar previamente alimentadas
(llenas de sangre) lo que generara un aumento en el nimero de rickettsias (Abarca y
Oteo, 2014).

Considerando las estadisticas epidemioldgicas en el 2000 se notificaron 495 casos de
rickettsiosis con particularidad de fiebre manchada en humanos en Estados Unidos en
cualquier mes del afio (mayormente en mayo y agosto) variando con respecto a las
tendencias estacionales de cada area. Debido al incremento el 1° de enero del 2010 todos
los casos generados por Rickettsias con particularidad los de fiebre manchada de las
Montafias Rocosas se notifican en el Instituto de Diagnéstico y Referencia Epidemiolégica
(InDRE) bajo una nueva categoria denominada como rickettsiosis de fiebre manchada o
SFR por sus siglas en inglés, se considera que tras el incremento la cantidad de casos, la
incidencia y en conjunto con la implementacién de antibiéticos especializados reflejan una
reduccion de las tasas de mortalidad siendo solo entre el 5 - 10% de los casos reportados
como mortales (CDC, 2021).

En México las Rickettsias fueron reconocidas desde 1930 principalmente en los estados
fronterizos del norte, existiendo mayor prevalencia en los estados de Sinaloa, Durango,
Sonora y Coahuila, y a partir de 1994 la enfermedad se convirtié de notificacion obligatoria
con base a la ley general de salud, teniendo que realizar el reporte de forma inmediata
antes de que transcurran las 24 horas desde su deteccion (Maldonado, 2013). En la
actualidad se han reportado 14 especies de las cuales s6lo 12 estan validades y 2 estan
Unicamente identificadas molecularmente, pero en proceso de ser descritas y recibir un
nombre cientifico por lo que son conocidas como Candidatus, este grupo incluye a

Rickettsia andeanae y R. colombianensi (Sanchez et al, 2021).
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La incidencia en México es muy baja teniendo que en el afio 2000 al 2008 solo se
reportaron entre 0 a 9 casos, mientras que para el 2009 existe un incremento en el
namero de casos notificados siendo un promedio de 500 casos por afio. Fue hasta el afio
2015 que el Centro Nacional de Programas Preventivos y Control de Enfermedades
(CENAPRECE) emitié una declaracién de emergencia epidemiolégica para las regiones
del norte con particularidad los estados de Baja California y Sonora, debido a que la
frecuencia de esta enfermedad es baja, en muchos de los estados del pais es probable

que no se sospeche de la enfermedad hasta momentos muy tardios. (Lopez et al, 2018).

En el 2019 se registraron 196 casos por parte de la Secretaria de Salud, 92 del IMSS, 17
del ISSSTE y 144 en otras instalaciones de estos el mayor nimero de casos confirmados
de rickettsiosis por estado fue en Chihuahua con 100 casos, seguido de Sonora con 72
casos, Veracruz con 41 casos, Sinaloa con 32 casos, Nuevo Ledn con 29 casos; de estos
la mortalidad por cada 100 mil habitantes fue de 38 descensos confirmados, la mayoria
estuvieron presentes en Chihuahua siguiéndole Sonora, Coahuila y Baja California. Por
ello el gobierno generé el programa de accién especifico que establece el abordaje para
la disminucién de los casos de rickettsiosis 2020 — 2024, asi como la prevencion de la
letalidad se realiza mediante actividades enfocadas en la poblacién a través de la
busqueda intencionada de enfermos, la capacitacion del personal médico de la consulta
externa para el abordaje temprano asi como el tratamiento oportuno de casos
ambulatorios, generando con ello la hospitalizaciéon que permita limitar las complicaciones
y defunciones al administrar el tratamiento especifico, de igual manera promover el
acceso al diagnostico de rickettsiosis en la red nacional de laboratorios de salud publica
(RNLSP) para contribuir en la atencion adecuada de los enfermo, promover
comportamientos saludables que permitan reducir los riesgos de exposicion en las

viviendas, la tenencia responsable de perros y gatos (Gutiérrez, 2021).

2.3.3. Patogénesis de Rickettsia

La patogenia de las rickettsias suele ser similar entre las diferentes especies, teniendo
que expresar 2 proteinas mayores de superficie denominadas como proteinas de
membrana externa A (rOmpA) y B (rOmpB) ambas estan presentes en el grupo de la
fiebres manchadas, mientras que rOmpB se encuentra Unicamente en las rickettsias
pertenecientes al grupo de tifus, estas permiten generar una adhesion a las células blanco
de las bacterias, por lo que son consideradas para el desarrollo potencial de vacunas
(Pérez et al., 2017).
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Estudios realizados de la proteina rOmpB mayormente en Rickettsia conorii demostraron
que tras la unién con su receptor Ku70 y la proteina RickA genera la atraccion del
complejo proteico que permite controlar la polimerizacién de la actina, resultando en la
fagocitosis de las rickettsias, al estar dentro del citoplasma las rickettsias escapan de las
vacuolas fagociticas, para posteriormente acceder al citoplasma y luego de que las
células endoteliales fueron infectadas por las rickettsias, comienzan a producir diferentes
tipos de citoquinas como: IL-1, IL-3, IL-5, IL-6, IL-7, IL-11, IL-14, IL-15, TGF-b, GM-CSF,
M-CSF, PDGF, TNF-a, ICAM-1 asi como prostaglandinas IL-8, MCP-1, gro, ENA-78,
RANTES, IP10 y Mig, sin embargo, existen 2 citoquinas el INF-y y el TNF-a que son
bactericidas para las rickettsias, ya que estimulan la produccion de 6xido nitrico (Martinez,
2019).

En el caso de los ectoparasitos como las garrapatas, piojos, acaros y pulgas se
mantienen en los ovarios y glandulas salivales permitiendo 2 formas de transmision: el
primero ocurre cuando las bacterias se conservan en los huevos puestos por las hembras
infectada y que se mantienen en la siguiente generacion tras su desarrollo a larva,
mientras que la segunda es conocida como transmision horizontal la cual se presenta
cuando los parasitos se alimentan de un hospedero susceptible, trasmitiendo a las
bacterias cuando estas se alimentan o al contaminar las heridas con heces que son
excretadas al momento de su alimentacién ingresando al hospedero de manera accidental
(Arroyo, et al., 2022).

2.3.4. Signos clinicos en humanos con Rickettsia

Las células endoteliales son el objetivo de estas bacterias, para invadir y proliferar,
generando dafio endotelial directo tras la liberacién de citocinas proinflamatorias que dan
como resultado un estrés por oxidacién, ocasionando en el organismo una vasculitis en
vasos sanguineos acompafiado de extravasacion de liquidos. El cuadro clinico en
humanos se caracteriza por fiebre de inicio agudo, sintomas inespecificos que van desde
malestar general, mialgias, cefalea, artralgias que en ocasiones pueden ser acompafiado
de cuadros dermatologico como lo es la escara de inoculacién la cual puede ser Gnica o
multiple, se identifica como una lesion costrosa necrotica con halo eritematoso circulante
gue establece el sitio de ingreso de las rickettsias, mientras que en los cuadros graves se
presenta dafio vascular, afectacion pulmonar (como edema, neumonia, dificultad
respiratoria), dafio cerebral (como convulsiones, meningoencefalitis, déficit neuroldgico),

falla renal y choque hipovolémico (Hidalgo, 2013).
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Las manifestaciones clinicas también pueden manifestarse de forma aguda que se
caracteriza por una forma subita de fiebre alta, escalofrios, dolor retro ocular, debilidad,
cefalea y anorexia también se puede presentar afeccion pulmonar con duracién de hasta
6 semanas, hepatitis, hepatomegalia, lesiones granulomatosas mientras que en la forma
cronica se presenta endocarditis por afios de evolucién afectando principalmente valvulas
generando soplos y signos de insuficiencia cardiaca progresiva y aneurismas en la aortica
(Santamaria et al., 2018).

2.3.5. Signos clinicos de los animales con Rickettsia

Las manifestaciones clinicas son variadas con respecto al agente causal, en la mayoria
de los casos se encuentran dafios en las células endoteliales que generan una vasculitis
necrotizante, hemorragias, trombosis, linfopenia, anemia no regenerativa,
trombocitopenia, asi como la replicacion en el interior de los fagosomas al inhibir la fusién
con un lisosoma y este se incrementa de acuerdo con la fase en la que se encuentre la
enfermedad, la extensién del dafio celular, la especie animal, la respuesta inmune y la
edad del hospedero. Se ha determinado que los signos de esta enfermedad en caninos
tanto domésticos como silvestre son mayoritariamente inespecificos que van desde la
presencia de letargia, fiebre, anorexia, inapetencia, depresion, dolor articular, tos,
polidipsia, petequias, equimosis, conjuntivitis, epistaxis, vomito, mialgia, diarrea, sinologia
neuroldgica, pérdida de peso, edemas, pirexia, también se desarrollan desarrollar lesiones
oculares, dolor en articulaciones, anemia, trombocitopenia, anormalidades neuroldgicas
como paraparesis o tetraparesis, ataxia, sindrome vestibular o bien encontrarse en una

fase cronica en la que suelen no presentar sintomatologia (Hernandez, 2019).

Aunque poco se conoce de la infeccién y de la sinologia en animales domésticos y
silvestres, entre las especies domésticos mas estudiadas se encuentran los equinos,
estos suelen ser infectados por Rickettsia rickettsii los cuales no muestran signos clinicos
y tampoco anomalidades hematoldgicas, pero si generan anticuerpos anti - rickettsiales, lo
gue los descarta como amplificadores naturales de las bacterias. Con respecto a las
poblaciones de vida silvestre la informacion es reducida, los estudios mas destacados son
en pequefios roedores y marsupiales que destacan su papel como amplificadores
competentes tanto para las diversas especies de rickettsias como para los vectores
destacando a las garrapatas. Por lo que los estudios deben abordar el papel de los

animales domésticos en la dindmica de la transmisién de las rickettsiosis, incluida la
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posibilidad de que algunos animales de vida silvestre puedan servir como reservorios,

amplificadores o ambos (Miranda, 2017).

2.4. Microorganismo — Leptospira spp.

Son espiroquetas lo que implica que su morfologia es el de un espiral delgado de entre
0.1 ym y 6—20um presentando un gancho en cada extremo en forma de S o C asi mismo
tienen un cilindro citoplasmatico que a su vez se encuentra cubierto por una membrana
celular y una capa de peptidoglicano de la pared celular, Gram negativas, pero poco
reconocible en los frotis, aerobias obligadas que tienen crecimiento en temperaturas de
entre 29 - 30°C ,habitan las estructuras de los rifilones de los portadores, uno de los mas
frecuentes son los roedores y en segundo lugar los carnivoros, sin embargo ningan
mamifero debe ser excluido como posible huésped. La exposicién se produce a través del
contacto de mucosas, piel, agua, fémites o alimentos contaminados con orina, otras
posibles fuentes son a través de la leche de vacas con infeccién aguda y las excreciones

genitales del ganado (McVey et al., 2013).

Tienen 2 filamentos axiales, presentes en ambos polos del espacio periplasmico, los
cuales estan conformador por 2 proteinas de estructura compleja denominadas como
FlaA y FlaB, debido a esta estructura les permiten exhibir movimiento de translacién que
se genera al direccionar de manera opuesta los flagelos, por lo que uno tendra forma de
gancho mientras que el otro tendrd forma espiralada y el movimiento de rotacion se
genera cuando ambos flagelos presentan la misma forma siendo esta de gancho o
espiralados pero suele ser menos eficaz, ambos movimientos permiten la invasion de
tejidos , incrementa su sobrevida en ambientes naturales y un aumento en la velocidad de

natacion sobre todo en medios de gran viscosidad (Nieves, 2018).

2.4.1. Clasificacién de Leptospira

Su clasificacion es de acuerdo a sus determinantes antigénicos, generando asi 3 grupos
el primero denominado como grupo de interrogans o patdégenos que incluye a 16 cepas
las cuales son responsables de la infeccibon humana asi como animal, el segundo
denominado como grupo de patégenos intermedios incluye aquellos que se encuentran
mediados por el huésped, suelen ocasionar infecciones leves o cronicas; y, por ultimo el
tercer grupo es denominado saprofito o biflexa, este incluye 14 cepas no patégenas por lo

qgue no tienen ningun papel en la leptospirosis tanto humana como animal ya que son
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especies ambientales (De Brito et al., 2018). Las especies pertenecientes a cada grupo

se muestran en la tabla 3.

Tabla 4 Clasificacion de especies del género Leptospira

Grupo de especies Especies
- L. alexanderi - L. kirschneri _
. ) - L. santarosai
i - L. alstonii - L. kmetyi
Patégenas . . - L. weilii
- L. borgpetersenii - L. noguchii
- L. mayottensis - L. interrogans
- L. licerasiae - L. broomii
Patogenicidad intermedia - L. wolffi - L. fainei
- L. venezuelensis - L. inadai
- L. biflexa - L. terpstrae - L. yanagawae
Sapréfitas - L. idonii - L. vanthielii
- L. meyeri - L. wolbachii

(modificado a partir de Aranzazu et al,2020)

La mayoria de las especies de Leptospira no se multiplican fuera del hospedero, pero la
mayoria de las cepas si logran sobrevivir hasta 6 dias cuando son excretadas en orina y
en heces hasta 18 dias cuando se encuentran bajo sombra. Su sobrevivencia se ve
afectada debido a que las condiciones no favorecen su permanecia, ya que requieren
entre 85 — 100% humedad relativa, asi como temperaturas superiores a los 50°C. Se ha
demostrado que pueden permanecer viables durante semanas 0 meses en tierra
contaminada, algunas semanas en materia fecal sobre todo de bovino o porcinos, en
agua permanece viable durante meses mientras el pH se mantenga inferior a 6 aun que
puede variar con respecto a las condiciones ecoldgicas que se desarrollan a su alrededor
(Romero et al., 2015).

2.4.2. Epidemiologia de Leptospira spp.

La organizacién mundial de la salud (OMS) la estableci6 como enfermedad emergente y
reemergente asi como una enfermedad zoon6ética de importancia a nivel mundial, la cual
afecta a mas de 1 millén de personas siendo responsable de 60,000 muertes al afio en
todo el mundo, presentando 30 serotipos y mas de 250 serovares de cepas, siendo que la

mayoria de los brotes tienden a producirse tras la época de lluvias torrenciales o
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inundaciones en areas endémicas, estando presente en aquellas zonas con malas

condiciones sanitarias y de vivienda (CDC, 2019).

Algunos fenémenos socioecondmicos como la migracion intensiva de personas
incrementa el contacto, asi como la situacion econémica en los diversos paises, los
trabajos agricolas o las actividades recreativas como la natacion aumentan la probabilidad
de tener contacto con esta enfermedad, sin dejar de considerar la trasmisibn que se
genera por la mayoria de los mamiferos principalmente los roedores, ectoparasitos como
son la garrapatas y pulgas que actian como vectores, generando que otros animales
como son los perros y gatos puedan incrementar el riesgo de infeccién para los humanos

u otras especies no domésticas (Wasinski y Dutkiewicz, 2013).

La prevalencia de la enfermedad a menudo coincide con climas extremos en los que se
presentan fuertes lluvias e inundaciones, sin embargo, en México es complejo debido a la
falta de notificacion de casos a pesar de que existe un seguimiento con las normas
oficiales mexicanas NOM-017-SSA2-1994 y NOM-029-SSA2-1999 la cual establece las
medidas de prevencién, control y vigilancia epidemioldgica de la leptospirosis. En México
las serovariedades mas comunes son Leptospira bratislava, L. autumnalis, L. canicola, L.
ballum, L. hardjo, L. pomona las cuales se encuentran presentes en los estados de
Veracruz, Sonora, Tabasco, Campeche, Yucatan, Oaxaca, Sinaloa e Hidalgo, donde los
principales casos se reportan en grupos mayores de 15 afios, sobre todo en la estacion
de otofio en el mes de octubre, sin embargo el canal endémico demostr6é que se presenta
de forma regular durante todo el afio, lo que genera un aumento en el indice endémico

sobre todo en los meses de agosto, septiembre y octubre (Yescas et al., 2020).

Existe un rango de susceptibilidad a la infeccién para las especies domésticas como es el
caso de los caballos que son susceptibles a una amplia gama de leptospira mientras que
en gatos suele ser poco comun; si bien la enfermedad puede afectar a cualquier especie
animal los serovares tienden a mantenerse en huéspedes de mantenimiento especificos,
teniendo que las especies a su alrededor serdn infectadas incidentalmente,
incrementando con respecto a la oportunidad que los factores sociales, ambientales o la
prevalencia permitan para propiciar la trasmision, como es el caso de los humanos donde
la infeccién suele ser mas comun en climas célidos y himedos donde se tiene un control
deficiente de roedores y los sistemas mixtos de manejo de animales domésticos genera
las condiciones éptimas para la contaminacion ambiental para una amplia gama de cepas

de leptospira (Goday, 2018).
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2.4.3. Patogénesis de Leptospira spp.

La infeccidn inicia tras el contacto directo entre la orina y alguna mucosa en la que existen
pequenos cortes, abrasiones, que se encuentre himedas 0 macerada, aunque también se
presenta de manera indirecta por la contaminacion del medio que se encuentre en
contacto con la orina, la bacteria también puede ser eliminada a través de fetos abortado,
fluidos uterinos, leche, saliva o0 excretas. Es por lo anterior que todos los mamiferos
actian como portadores, principalmente los roedores y pequefios marsupiales; sin
embargo, los humanos no suelen ser portadores crénicos a pesar de presentar

infecciones agudas de esta enfermedad (Ganoza et al., 2010).

Presenta un periodo de bacteriemia de 1 o 2 dias después de la infeccion, el periodo de
incubacion es de 7 - 30 dias, variando con respecto a la especie, esta primera fase
concluye con la aparicién de anticuerpos circulantes que suelen detectarse después de 10
-14 dias lo que genera que la leptospira sea elimina de la circulacion y de los tejidos
causando que se aloje en las células epiteliales de los tibulos proximales renales de los
animales, pasando a ser portadores crénicos de la enfermedad y diseminando al agente

por medio de la orina. (Lee et al.,2014).

De manera general tras la entrada del patdégeno al organismo se presenta una lesion
primaria en las células endoteliales de los vasos sanguineos pequefos, las
consecuencias de esto varian considerablemente segun el serotipo infectante, la especie
animal, su edad, el estadio de la infeccion teniendo que en la fase aguda no se observan
lesiones particulares sobre todo en humanos y perros, mientras que en la fase mortal
aguda se presentan hemorragias equimdticas, ictericia generalizada, presencia de sangre
en vejiga, agrandamiento del higado con acentuacién de los I6bulos hepdticos, petequias
en la superficie de pulmones, rifiones, peritoneo, abomaso y pleura, en rifiones se
observan un marcado infiltrado palido sobre todo en la unién cortico — medular encontrado
mayormente en perros. Al examen histologico del higado se puede observar disociaciéon
hepatocelular, necrosis hepatocelular, hipertrofia de células de Kupffer, colestasis
intracanalicular (disminucién en el flujo de bilis), en los rifiones se presenta nefritis
intersticial aguda con degeneracion tubular, asi como glomerular, infiltracion de células
mononucleares, miocarditis, meningitis y la presencia de células plasmaticas, macrofagos
o linfocitos (Ellis, 2015).
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2.4.4. Signos clinicos en humanos con Leptospira spp.

En humanos la primera etapa de la infeccién dura de 8 - 10 dias y la segunda fase inicia
después de 1-3 dias de remision, aproximadamente el 15% de las infecciones son
subclinicas mientras que el 90% si logran desarrollar manifestaciones clinicas de este

entre el 5% - 40% lo manifiesta como el sindrome de Weil (Campos, Chacén, 2014).

En humanos la mayoria de los casos la enfermedad se produce entre 5 — 14 dias después
de la exposicion, las mujeres embarazadas pueden presentar muerte del feto, abortos
espontaneo o complicaciones fetales, la tasa de mortalidad entre los casos
diagnosticados con enfermedad grave es del 5% - 15%, aquellos que presentan sindrome
pulmonar hemorragico supera el 50% entre los casos (CDC, 2018). Algo destacable de la
segunda fase o fase de inmunidad es que se presenta entro los 6 -12 dias en humanos es
en esta fase donde se generan anticuerpos en el suero, destaca como sintoma el
compromiso pulmonar que puede ser grave con hemorragia pulmonar la cual suele durar
4 - 30 dias (Bush y Vazquez, 2022).

El dafio renal se refleja con sintomas como la piuria, proteinuria, hematuria, mientras que
la ictericia solo se observa entre 5% - 10% de los pacientes, por ello algunas leptospirosis
son denominadas como anictérica en la que se manifiesta sintomas semejantes a la gripe
pero con un inicio subito, fiebre de 39° C, escalofrios, cefalea, nduseas, vomitos, dolor
muscular intenso sobre todo en pantorrillas, espalda y abdomen, meningismo,
linfadenopatia, sensibilidad muscular, fotofobia, exantema que a menudo es transitorio,
hepatomegalia, la cefalea se localiza en la zona frontal o retro-orbitaria, esplenomegalia,
distrés respiratorio, la evolucidon natural conduce a la resolucion espontanea en 7 — 10
dias aproximadamente el 35% de los pacientes se recupera de forma completa y en la
fase severa que también es denominada como enfermedad de Weil o fiebre
icterohemorragica que es causada por leptospira serovar icterohaemorrhagiae se
presenta el peor prondstico, los signos puede aparecer desde el curso inicial de la
enfermedad o en la segunda fase de una presentacion bifasica siendo el rifién, el higado
donde se destaca la presencia de ictericia tanto en ojos como en piel y los pulmones los

organos mas afectados (Carranza et al., 2020).
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2.4.5. Signos clinicos en animales con Leptospira spp.

La mayoria de las especies son asintoméaticas leves, graves, agudas o cronicas, en
general los signos son relacionados con enfermedad renal, hepatica o disfuncién
reproductiva sobre todo en el ganado, poco se conoce de la distribucién que existe en las
serovariedades que se encuentras de forma silvestre, ya que la mayor investigacién se
realiza en las especies domésticas, es asi que en el caso de los bovinos son afectados
por la serovariedad hardjo, grippotyphosa y pomona, en ovinos es las serovariedades
hardjo, serjroe, australis, icterohaemorrhagiae, y pomona, en porcinos se presenta
pomona, tarassovi y bratislava, en los felinos se presenta autumnalis y ballum mientras

gue en los caninos se presentan las serovariedades canicola y bataviae (CFSPH, 2015).

Los signos dependerdan en mayor medida al tipo de serovariedad, generalmente en
terneros se presenta fiebre, anorexia, conjuntivitis, diarrea, y muerte a los 3 - 5 dias
mientras que los bovinos adultos gravemente afectados incluyen depresién, pirexia,
anemia hemolitica, hemoglobinuria, ictericia, neumonia, meningitis (rigidez muscular, falta
de coordinacion, salivacion), infecciones incidentales, leche tefiida de sangre, leche
amarilla, agalactia sobre todo en hembras lactantes, disminucion de la fertilidad,
disminucién en la produccién de leche, los abortos se presentan en los Ultimos estadios
de la gestacion (6 - 9 meses) por lo que tiene lugar 3 - 10 semanas después de la fase
aguda, muerte fetal, nacimientos prematuros, nacimiento de terneros débiles, mortinatos,

retencién de placenta y muerte (Brifiez, Gallego, 2014) .

En la mayoria de los pequefios rumiantes como son ovinos y caprinos presentan la
enfermedad de forma inaparente presentan signos como anorexia, fiebre, diarrea,
ictericia, hemoglobinuria, anemia hemolitica, neumonia, en los adultos no se presenta
depresion, ni fiebre, pero si es comun la presencia de abortos, mortinatos, corderos
débiles, agalactia, infertilidad siendo menos comdn que en otras especies (Barreto y
Rodriguez, 2018). En el caso de los porcinos se destacan mayormente los signos
reproductivos en los que se incluyen abortos presentes a los 15 — 30 dias después de la
infeccién, infertilidad, mortinatos, fetos momificados o macerados, incremento en la
mortalidad neonatal y en cerdos jévenes, en lechones se puede observar un cuadro
agudo grave en el que se tienen signos como anorexia, diarrea, fiebre, debilidad ictericia
gue puede o no presentar hemoglobinuria, en algunas ocasiones los adulto presenta
fiebre, ictericia, meningitis con sintomatologia nerviosa que puede ser fatal y disminucion

en la produccion de leche (Garcia et al., 2017).

43



Los caninos presentan signos variables de acuerdo a la serovariedad presente, algunas
son asintomatica o leves , mientras que otras son graves e incluso mortales, los primeros
signos son a menudo inespecificos los cuales pueden incluir fiebre, depresién, anorexia,
rigidez muscular, mialgia, escalofrios, debilidad seguida de signos de enfermedad renal
que incluye la presencia de ulceras bucales, vomitos, hematuria, anuria, polidipsia,
poliuria, diarrea, heces grises, disnea, tos, taquipnea, disnea inicialmente leve a severa,
conjuntivitis, hemorragias petequiales en las membranas de las mucosas, epistaxis,
gastroenteritis hemorragica pérdida de peso, ictericia, abortos y una muerte fulminante
(Schuller et al., 2015). Por su parte los felinos domésticos pueden ser infectados por
leptospiras, pero rara vez presentan signos, de ser asi los primeros serian poliuria,
polidipsia seguido de hemoglobinuria, ictericia y en casos graves la muerte (Jaimes y
Molina., 2022).

Otras especies domesticas como los caballos y burros no suelen presentar una
enfermedad sistémica mas bien suele ser méas focal en la zona ocular durante la fase
aguda asi como fiebre, fotofobia, conjuntivitis, miosis, iritis, opacidad corneal, adhesiones
anteriores o posteriores del ojo, humor vitreo turbio, cataratas, uveitis, abortos, mientras
que la opacidad corneal como la oftalmia periédica se generan por infecciones agudas y
en general los casos son acompafiados en su mayoria de enfermedades renales,
hepaticas o cardiovasculares (Toriz et al., 2021). Los animales de vida silvestres son en
su mayoria asintomaticos, inclusive los roedores, a pesar de ello algunos mamiferos como
las focas y leones marino se han presentados con depresion, polidipsia, fiebre, muerte
neonatal y abortos, también se ha reportado la infeccion en serpientes, tortugas, ranas y
sapos (Rocha,1998).

2.4.6. Prevencién y control de Leptospira spp.

La principal prevencién es a través de la eliminacion y erradicacion de los reservorios
animal, en lugares de alta incidencia se debe realizar control completo de plagas, asi
como la desinfeccion de los lugares de trabajo, evitar el contacto con aguas contaminadas
y en caso de abortos eliminar lo antes posible para evitar el contacto con los vectores u
otros animales (SAG, 2012). La vacunacion para los animales domésticos debe ser
aplicadas antes de la exposicion de acuerdo con las especies entre l0os primeros meses
de vida y realizando una revacunacion con respecto al fabricante, debido a que la
proteccion contra estos agentes es de corta duracion, lo permitira mantener los titulos de

anticuerpos protectores (Solérzano y Galvez, 2015). A pesar de la importancia que
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conlleva la implementacion de vacunas, estas suelen ser aplicadas en aquellas zonas
endémicas o para zonas de inundacién, en animales de compafiia como caninos y felinos
se debe aplicar segun las recomendaciones del fabricante, generalmente se realizan 2

dosis con un intervalo de 2 a 4 semanas (WSAVA, 2020).

2.5. Microorganismo — Bartonella spp.

Pertenece a la clase alphaproteobacteria, de manera microscépica todas las especies de
Bartonella son bacilos o cocobacilos, Gram negativos, patdégenos intracelulares
facultativos, aerobios, pleomorfos en su mayoria que puede llegar a ser en forma curvada
o en forma de varilla, son bacterias pequefias con un tamafo que entre 1.6 a 1.0 ym ,
delgadas, cortas , de proliferacion lenta llegando a generar hasta 45 dias colonias visibles
en cultivo primario, son visibles en aquellos tejidos infectados que son tefiidos con técnica
de impregnacion Waethin — Starry. La transmisién de esta bacteria, es principalmente
mediante artrépodos, teniendo una gran variedad de reservorios de mamiferos ya que el
género presenta entre 30 — 40 especies descritas que han sido asiladas tanto de
humanos, animales domésticos y animales silvestres, las especies que mas se han
relacionado con enfermedades en el humano incluyen a B. elizabethae, B. alsatica, B.
koehlerae asi como las subespecies berkhoffi y arupensis de B. vissoni que se relacionan
con endocarditis, mientras que en los animales se ha identificado B. henselae, B.
bacilliformis, B. quintana, B. vinsonii — berkhoffii principalmente, ya que B. taylorii, B.
peromysci, B. birtlesii, B. tribocorum, B. talpae, B. bovis, B. schoenbuchensis y B. capreoli
se han aislado tanto en animales domésticos como silvestres pero sin demostrar una

enfermedad especifica (Gamboa, Prieto, 2021).

Se destacan 3 especies con potencial zoonético, B. hanselae que tiene como hospedero
principal a los gatos domésticos junto a su vector la pulga Ctenocephalides feliz,
causando la enfermedad por rasgufio de gato, B. quintana es trasmitida por el piojo
Pediculus humanus teniendo como hospedero al humano denominada como fiebre de las
trincheras y B. bacilliformis que tiene como vector a las moscas del género Lutzomya
generando la enfermedad de Carrion (Nemhauser, MD, 2023). La clasificacion de las
especies que fueron detectadas como zoondéticas y no zoonéticas se encuentran

enlistadas en la tabla 4.
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Tabla 5 Clasificacion de especies y subespecies de Bartonella

Clasificacion Especies reportadas
o B. koehlerae ,
« B. alsatica
o B. henselae _
] . ) « B. quitana
« B. vinsonii spp. arupensis .
_ « B. elizabethae
_ . « B. bovis .
Potencial zoonotico _ « B. grahamii
« B. rochalimae _
_ « B. melophagi
e B. tribocorum .
» , « B. washoensis
« B. bacilliformis _ _
S B « B. mayotimonensis
o B. visonii spp. berkhoffii
« B. clarridgeiae « B. silvatica
o B. vinsonii spp. vinsonii « B. tamiae
« B.talpae « B. australis
o B. peromysci « B. phoceensis
o B. birtlesii « B. thailandensis
Sin potencial o B. taylorii « B. rattaustraliani
zoondbtico o B. weissii « B. quenslandensis
o B. doshiae « B. bandicootii
o B. chomeli « B. antechini
« B.volans e B. merieuxii
« B. schoenbuchensis « B. woyliei
« B. japonica « B. capreoli

(modificado a partir de Angelakis y Raoult, 2014)

Dentro de su composicion se tienen los factores de virulencia como el T4SS que facilita el
paso de moléculas efectoras (con excepcion de las especies B. bacilliformis), Beps que
promueven la formacién de un invasoma y la entrada a la célula hospedadora; TrwT4SS 4
que genera adherencia a los eritrocitos; VirB/Vir T4SS que ejerce un control en el proceso
de traslocacion; NFkB que causa la liberacion de citoquinas proinflamatorias permitiendo
inhibir la apoptosis de las células endoteliales infectadas, proteinas como la adhesina A
permite la autoaglutinacién generando una adhesion en las células hospedadora; LPS que
pueden genera un efecto proinflamatorio o contrario para no activar la respuesta inmune
humoral y Vomps que son unas proteinas de membrana que facilitan la angiogénesis asi

como la adhesion. Ademas, de manera general todas las especies tienen perfiles de
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acidos grasos que consiste en C18:09, C18:19 y C16:0 siendo util para la identificacion de
la especie, la codificacion de ADN 16S rRNA del citrato sintasa se codifica mediante las
proteinas gltA, groEL, ribC, ftsZ asi como un antigeno de 17 kDa que permiten la
identificacion por PCR (Alaman, 2014).

2.5.1. Epidemiologia de Bartonella spp.

La distribucion de las especies de Bartonella spp. con excepcion de B. baciliformis se
mantienen en regiones de la cordillera de los Andes por su relacion con sus vectores, esto
genera variaciones en su localizacién causando que los reservorios sean muy diferentes
entre cada una de las especies. La infeccion se caracteriza por presentar una bacteriemia
intraeritrocitaria persistente al interior del hospedero, generando que la transmision
principal se realiza entre artropodos hematéfagos que al entrar en contacto con algun
hospedero ingieren sangre infectada para ser pasada a otro reservorio, aquellas areas
que presenten algun herida, ya sea generada por el vector, por rasgufios, mordeduras se
contaminan por las excretas de los vectores o también se puede trasmitir a través de
sangre contaminada que sea por transfusiones o al tener interacciones agresivas. La
distribucion de las diversas enfermedades va correlacionada con la presencia de vectores,
en la que pueden modificar la forma de trasmision de las diversas especies, siendo por

vectores:

* Pulgas: representan el vector principal para B. henselaeinfeccion. Entre felinos
domésticos, la bacteria se replica dentro del intestino de la pulga para
posteriormente ser secretada en las heces durante la vida util de la pulga (hasta
12 dias); las heces contienen B. henselae dentro de las 24h de una comida de
sangre, siendo fundamental para el mantenimiento de B. henselaeinfeccion, la
pulga se alimenta generando una lesion siendo esta la via de transmisién mas
importante entre los hospederos en el que se involucran felinos domésticos y
humanos.

+ Piojos: represan el vector principal para B. quintana. Entre humanos, su trasmision
es relacionada a factores ambientales que favorecen la infestacion, ademas
condiciones de vida antihigiénicas aumentan la probabilidad de contraer la
enfermedad. El vector se infecta cuando los piojos adultos se alimentan de un
hospedero con bacteriemia, alojandose en el intestino del piojo infectando las

heridas o zonas de alimentacién del propio parasito por medio de sus heces.
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*+ Moscas: en este destaca la especie Lutzomyia verrucarum que es el vector
principal para B. bacilliformis. Entre humanos, su transmisiébn es limitada
estrictamente a las zonas de los Andes peruanos, pero esto puede verse
modificado debido a los cambios climaticos que pueden ampliar el area de
distribucion del vector y aumentar la propagacion de B. bacilliformis.

* Garrapatas: debido a su facilidad para alimentarse en mas de 3 veces durante su
ciclo de vida incrementa la distribucion y propagacién de patdgenos, la prevalencia
de Bartonella spp. llega ser hasta de un 15% en estos vectores, teniendo como
principal reservorio pequefios roedores, pequefios mamiferos, rumiantes sobre

todo bovinos y algunas especies de venados.

Otros artrépodos como son otras especies de moscas como Hematobio spp., Stomoxy
spp. se han relacionado con la presencia de B. bovis, B. henselae, en &caros recolectados
de roedores, murciélagos, ciervos se demostré la presencia de B. henselae al igual que
de B. schoenbuchensis, estos reportes incrementan la distribucién de este patégeno. Sin
embargo, se requieren mas investigacion para poder conocer y especificar los vectores,
asi como las caracteristicas de las enfermedades que causan a partir de la presencia de

especies de Bartonella (Regier et al., 2016).

2.5.2. Patogénesis de Bartonella spp.

Su mecanismo de invasion tiene como célula blanca a los glébulos rojos ya que son
dependientes de actina, estos organismos inducen la proliferacion y migracion de células
endoteliales mediante una proteina que actda como factor angiogénico que generan a su
vez cambios morfolégico evidente debido a modificaciones del citoesqueleto. Algunas
especies como B. henselae induce a las células infectadas a producir factor de
crecimiento endotelial vascular que a su vez estimula la proliferacién de células endotelial
vascular, permitiendo asi que otras especies de Bartonella puedan desarrollarse, otras
como B. quintana producen sustancias antiapoptosis; sin embargo, todas las especies se
multiplican y persisten en los glébulos rojos. Asimismo, algunas especies presentan
flagelos polares que permiten generar una adhesién a los eritrocitos, mientras que
aquellas no flageladas generan adhesibn mediante las proteinas presentes en su
superficie al unirse a los componentes de la matriz extracelular de las células del
hospedero permite la traslocacion eficiente de proteinas efectoras de la secrecion tipo IV,
la cual se modifica con respecto a la capacidad de cada especie; por su parte la

colonizacion intracelular o hemolitica es implementada como una especie de camuflaje,
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que incrementa la trasmision vectorial eficiente, después de esta fase denominada como

oculta o silenciosa con una duracion de 5 dias, el organismo se multiplica (Spach,2020).

2.5.3. Signos clinicos en humanos de Bartonella spp.

Las infecciones por Bartonella spp. generan una amplia variedad de manifestaciones
clinicas, que pueden afectar a todos los érganos y sistemas, segun las especies la
sintomatologia se ve modificada. Es asi que en la enfermedad por arafiazo de gato
genera linfadenopatia cronica benigna en nifios y jovenes, con un tiempo de incubacion
que va de los 5 a 20 dias, los primeros signos van desde la presencia de fiebre, anorexia,
cefalea, exantema, artralgia, mientras que el 6% de los casos se presenta el sindrome de
Parinaud, en la mayoria de los casos las linfadenopatia se resuelve de manera
espontanea, se acompafia de la presencia de angiomatosis bacilar generada por las
especies B. quintana, B. henselae desarrollando la infeccibn a partir de pacientes
inmunodeprimidos, causando un proceso proliferativo vascular que suele afectar a la piel
u otros drganos, presentando papulas, ulceras, nédulos hiperpigmentadas que pueden
estar presentes en todas las mucosas V llegar afectar huesos largos, también se puede
presentar peliosis hepética que presentan lesion parenquimatosas hepatica, caracterizada
por generar sintomas digestivos inespecificos, fiebre y hepatoesplenomegalia. Por su
parte la fiebre de las trincheras genera fiebre, cefalea e intensos dolores éseos después
de 15 a 25 dias de ser picados por los vectores, también pueden presentar artralgias o
mialgias. La enfermedad de Carrion genera cuadros clinicos graves con la presencia de
una o multiples lesiones cutaneas de aspecto vascular, papulosas y pruriginosas que

suelen sangrar con facilidad y se acompafan de dolor 6seo (Blanco y Raoult, 2005).

Algunas especies han sido asociadas a endocarditis 0 miocarditis con la ayuda de
hemocultivos negativos, teniendo a B. henselae, B. koehlerae, Bartonella elizabethae, B.
vinsonii subespecie berkhoffii y arupensis, en la mayoria de los casos los pacientes
tuvieron un recambio valvular, presentando una mortalidad de hasta el 10%, en pacientes
infectados con VIH puede generar bacteriemias con desarrollo insidioso que causa
malestar general, dolores, fatiga, pérdida de peso, fiebre progresiva y hepatomegalia
(Lopardo et al., 2019).
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2.5.4. Signos clinicos en animales con Bartonella spp.

Los animales infectados de forma natural suelen padecer una bacteriemia desde
intermitente hasta varios afios de duracién, tiendo que en la mayoria de las ocasiones son
asintomatica. Entre los animales domésticos los felinos son el principal reservorio de B.
henselae y B. clarridgeiae, pero también son susceptibles a las infecciones generadas por
B. quintana, B. henselae, B. vinsonii subespecie berkhoffii y B. bovis detectadas

principalmente en pulgas de estos felinos (Lorenzatti et al., 2022).

Una de las especies mas investigadas son los felinos domésticos los cuales han sido
infectados de manera experimental, informando la presencia de signos como fiebre,
linfadenopatia, trastornos reproductivos y signos neurologicos pero estos varian con
respecto a la especie que se encuentre, existiendo mayor probabilidad la presencia de B.
elizabethae, B. vinsonii berkhoffii, B. vinsonii arupensis, B. koehlerae, B. washoensis y B.
alsatica siendo de las mas reportadas, presentando enfermedades renales asi como
infecciones del tracto urinario, estomatitis y linfadenopatia. Por su parte los caninos
domésticos suelen ser infectados por B. vinsonii berkhoffii, B. henselae, B. clarridgeiae, B.
washoensis, B. elizabethae y B. quintana las cuales suelen causan endocarditis, arritmias
cardiacas, endocarditis, miocarditis, linfadenitis granulomatosa, rinitis granulomatosa,
epistaxis, pero también pueden provocar anemia hemolitica inmunomediada,
meningoencefalitis neutrofilica o granulomatosa, poliartritis neutrofilica, vasculitis cutanea

y uveitis (Alvarez et al., 2018).

2.5.5. Prevencion y Control en Bartonella spp.

A pesar de que la enfermedad se autolimita en varias semanas, solo es de manera
transitoria con recaidas, por ello se debe generar un control de pulgas, siendo la principal
medida para prevenir la infeccion en los animales de compafiia sobre todo en los felinos,
esto permite limitar la transmisién entre gatos asi como su propagacion, en los caninos se
debe considerar el control tanto de pulgas como de garrapatas, teniendo inspecciones
rutinarias al finalizar los paseos en zonas infestadas, asi mismo mantener la higiene de
los animales, actividades de limpieza y modificar comportamiento de los propietarios. En
casos donde se requiere antibioticoterapia, la tetraciclina o la eritromicina son
tratamientos efectivos, la especie B. henselae es sensible a rifampicina, ciprofloxacina,
gentamicina, trimetoprima sulfametoxazol, eritromicina, doxiciclina, isoniazida (Guillot y
Chabanne, 2021).
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2.6. Microorganismo — Borrelia spp.

Las bacterias del género Borrelia son Gram negativas, helicoidales, micro - hidrofilicas,
espiroquetas delgadas con un tamafo de entre 10 — 20 ym de largo, contienen multiples
flagelos axiles que puede ir de los 15 a 20 endoflagelos seglun la especie, su forma
presenta una disposicion especial laca con ondas irregulares, se pueden observar con
mayor facilidad al utilizar tincion de Giemsa o Wright, en algunas especies el genoma se
encuentra en plasmidos lo que influye en los genes importantes para la infeccion de
animales o humanos (Ryan y Ray, 2011). Se mencionan las especies patogenos de

humanos y animales como principales reservorios en la tabla 5.

Tabla 6 Clasificacion de las especies de Borrelia

Reservorio Especie
Humanos B. recurrentes B. duttonii
. B. miyamotoi B. canis
B. hispanica _ , .
] B. lonestari B. caucasica
B. crocidurae o N
o B. lusitaniae B. hermsii
B. microti . .
o B. valaisiana B. turicatae
0 B. peérsica . i
= o B. tanukii B. parkeri
e B. dipodilli _ . .
= ) ] B. bissettii B. mazzottii
g B. merionesi . -
. B. andersonii B. gariniii
B. japonica ) .
_ B. venezuelensis B. burgdorferi
B. anserina . _
_ B. afzelii B. teileri
B. coriaceae L
B. sinica

(modificado a partir de Escudero y Guerrero, 2005)

En el caso de las borrelias patégenas de los animales suelen ser transmitidas
principalmente por ectoparasitos (garrapatas) estos se infectan en algin momento de su
ciclo de vida al alimentarse de animales infectados, en el caso de las aves de produccion
como silvestres son afectadas por la especie B. anserina con una mortalidad entre el 10%
- 100% ocurriendo en todos los continentes y afectando a todas las edades, de manera
similar la especie de B. burgdorferi afecta a una gran variedad de especies estando
presente con mayor frecuencia los roedores, caninos domésticos y algunas especies de
vida silvestre, por su parte la especie B. theileri afecta principalmente bovinos africanos o

australianos, mientras que de manera ocasional puede afectar a caprinos y equinos
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siendo infectados mediante garrapatas del género ixddida y permitiendo la transmisién a
través de la placenta, la leche y la orina, particularmente en aves, la infecciébn puede

ocurrir por coprofagia (McVey et al., 2022).

2.6.1. Epidemiologia de Borrelia spp.

Es considerada una enfermedad zoondtica de distribucion mundial, su epidemiologia esta
estrechamente relacionada con el ciclo de vida de sus vectores, por ello solo algunas
areas la tendrian presente de manera endémica como es el caso de Estados Unidos en el
gue se estiman entre 20 a 100 casos por cada 100.000 habitantes, tan solo en el 2010 se
notificaron alrededor de 28,921 casos confirmados y 7,500 casos probables, suele
presentarse a inicios del veranos y principios de otofio afectando principalmente a nifios o
adultos jovenes que viven en zonas boscosas. En el caso de los humanos se trasmite
principalmente por 4 especies de ectoparasitos alrededor de todo el mundo Ixode
scapularis que es la garrapata del venado presente en el noreste y centro norte de EE.
UU., Ixode pacificus en el oeste de EE. UU., . ricinus en Europa y |. persulcatus en Asia,
la CDC estima un aproximado anual de 476,000 casos en humanos en Estados Unidos
(Bush y Vazquez, 2023).

En México se puede considerar como una enfermedad olvidada debido a la falta de
informacion o desconocimiento por los distintos sectores de la poblacién, es tanta la falta
de reportes que en el afio 1999 solo se presentaron 0.3% de casos por B. burgdorferi,
mientras que en el 2003 se reportaron 12.6% de casos positivos y en el afio 2009 se
confirmd la zona noreste de México como endémica de la enfermedad al reportar
garrapatas infectadas con B. burgdorferi, es asi que en la actualidad existen 393 reportes
de los cuales 140 de los casos reporto el agente etiol6gico, asi como la identificado a
posibles vectores en animales domésticos y en especies de vida silvestre teniendo

prevalencia de B. burgdorferi sobre todo en roedores (Dzul, et al., 2022).

2.6.2. Patogénesis de Borrelia spp.

La infeccién ocurre por contaminacion de heridas, generalmente durante la alimentacion
por garrapatas infectadas a través de su saliva o excretas, generando un periodo de
incubacién de entre 4 — 18 dias posteriormente inician los primeros sintomas, se
considera que el estadio de ninfa es el mas peligroso para los humanos debido a que son
dificiles de detectar y suelen ser mas activas durante los meses de verano. Tras su

entrada al organismo la bacteria pasa al torrente sanguineo permaneciendo durante los

52



episodios febriles, quedando oculta en diversos 6rganos, la adaptacién dentro de los
hospederos depende de la expresion de sobre todo OspC es expresada durante la época
de otofio, invierno o a comienzos de la primavera que es el tiempo en que las garrapatas
permanecen inactivas, asi mismo la proteina GroEl que se presenta en todas las células,
siendo las responsables de la respuesta al estrés, tiene la funcién de la supervivencia en
el huésped durante la transicion de los vectores a los animales de sangre caliente. Se
debe considerar que el mecanismo de evasidn de la respuesta inmunitaria es cambiante
con respecto a la especie como es el caso de B. burgdorferi ingresa a la piel en el sitio de
la picadura de la garrapata, después de 3 - 32 dias migra localmente a la piel alrededor de
la lesién, su diseminan es a través de los vasos linfaticos para causar adenopatia regional
o se diseminan en la sangre a los 6rganos, se genera primero una reaccién inflamatoria
antes de una respuesta significativa de anticuerpos a la infeccion, su diseminacion se
facilita por la alta permeabilidad de los vasos sanguineos asi como la activa penetracion
de la bacteria a través de las membranas endoteliales, se genera la invasion de los
diferentes tipos de tejidos se produce como resultado de la adherencia a fibroblastos y

células endoteliales (Garcia et al., 2014).

2.6.3. Signos humanos con Borrelia spp.

En los humanos los sintomas pueden ser variados, por lo general aparecen en etapas,
ademas algunas personas pueden llegar a no presentan ningln sintoma. La primera
etapa es denominada como enfermedad localizada temprana, en esta los sintomas son
limitados presentandose entre 3 - 30 dias después de la picadura de garrapata, se tiene la
presencia de sarpullido (pero puede no presentarse) suele ser un unico circulo que se
extiende lentamente desde el lugar donde se produjo la picadura, presentando un aspecto
comunmente denominado como ojo de buey, no suele ser indoloro pero se siente caliente
al tacto, también se presenta cansancio extremo, rigidez articular asi como artralgias,
fiebre, dolor de cabeza, inflamacién de nodulos linfaticos, dolor muscular , escalofrios a
veces se presenta fatiga, nauseas o vémitos. La segunda etapa denominada como
enfermedad de diseminacion temprana suele ser mas grave, generalizada que comienza
al no obtener un tratamiento, entre 2 - 6 semanas se presentan sintomas aparte de los ya
presentes de la primera etapa como meningitis aséptica, afectacion de nervios craneales,
letargia, depresion, trastornos de memoria, dificultad en la concentraciéon o trastornos de
conducta, entre el 4% al 10% se generan manifestaciones cardiacas y en un 50% de los

pacientes se tiene la neuropatia craneal. La Ultima etapa denominada como diseminacion
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ardia de la enfermedad puede aparecer de 1 - 10 afios manifestando alteraciones
osteoarticulares, cardiovasculares o neuroldgicas que llegan a ser muy similares a las de
la segunda etapa, incluso se puede desarrollar acrodermatitis crénica atréfica sobre todo
en manos y pies aun gque suele presentarse después de meses e inclusive afios después

de la picadura de la garrapata (Vargas y Ponce, 2020).

2.6.4. Signos animales con Borrelia spp.

A pesar de que existen reportes en diversas especies de aves y mamiferos tanto
domeésticos como silvestres, los informes de enfermedad clinica son poco frecuentes, los
estudios realizados en ratones de patas blancas han informado la presencia de eritema en
los pabellones auriculares, parecia de las extremidades posteriores, movimientos
circulares, temblores, falta de coordinacién mientras que en un erizo se presentd eritema
migratorio, anorexia, rigidez en la marcha, derrame articular , ataxia y muerte por ello que
las manifestaciones son variadas siendo acompafiadas a la especies de Borrelia spp. que
este generando la infeccion asi como el tipo de hospedero en el que se encuentren como
en el caso de las aves de produccion que pueden presentar fiebre, anorexia , depresion,
plumas erizadas, diarrea verde, hepatomegalia, eritrofagocitosis, hiperplasia de fagocitos
mononucleares, esplenomegalia, visualizacién de las espiroquetas en vasos sanguineos
0 espacios intercelulares al ser tefiidos con plata, hemorragias de ventriculo y
proventriculo, mientras que las aves de vida silvestre no hay informes de signos. En
especies como ratas y ratones se ha presentado sinovitis, neumonitis, encefalitis,
miocarditis e infiltrado linfoplasmocitario perivasculares de riflones o higados, mientras
que en algunos murciélagos se han presentado lesiones de necrosis multifocal de higado
con vacuolizacion de hepatocitos, esplenomegalia, agrandamiento de glandulas
suprarrenales pdlidas con presencia de hemorragias, pulmones congestionados,
hemopoyesis extramedular del bazo, moteado de la corteza renal y hepatomegalia (OIE,
2022).

2.6.5. Prevencion y Control de Borrelia spp.

La mejor manera de prevenir la enfermedad generada por Borrelia es evitando las
picaduras de garrapatas, en caso de encontrarse en zonas donde existe una alta
presencia de estos ectoparasitos se recomienda usar zapatos cerrados, rociar equipos de
campamento, asi como la ropa de repelentes que contengan 0.5% de permetrina, usar
repelentes de insectos que se encuentren registrados ante la agencia de proteccion

ambiental, utilizandolo sobre todo en la piel expuesta, evitar los productos con aceite de
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eucalipto en nifios menores a 3 afios de edad, realizar duchas tan pronto se alla salido de
la zona, examinando para comprobar o no la presencia de garrapatas en la piel, si es
posible utilizando un espejo, realizando lo mismo con las mascotas, también se puede
evaluar las prendas antes de ser utilizadas o limpidndolas con agua caliente por lo menos
10 min, para zonas de excursion evitar el acceso a senderos con vegetacion (DVBD,
2018).

2.7. Técnicas implementadas en el diagndstico de agentes patdégenos

2.7.1. Extraccion de ADN

El primer aislamiento fue realizado en 1869 por el médico suizo Friedrich Miescher que
realiz6 su estudio con sangre periférica utilizando principalmente la pus de vendas
quirdrgicas desechadas y determind que con acidos lograba precipitar una pequefia
porcién del material genético, ya que inicialmente definié a las proteinas como principal
componente del citoplasma de los leucocitos y en 1952 tras los experimentos de Alfred
Hershey y Martha Chase fue comprobado que la transmision de informacion genética se

realizaba en el nicleo o ADN de las células y no en sus proteinas (Herraez, 2012).

Tras el paso del tiempo se generaron protocolos que tenian como finalidad el aumentar la
cantidad de material genético obtenido y mejorar la calidad para un mejor analisis, en los
50 los protocolos tradicionales implementaban solventes organicos para separar a las
proteinas del ADN, permitiendo que este quedara suspendido en una fase acuosa que al
ser aislado con etanol lograba precipitarse, solian ser métodos que requerian soluciones
bien elaboradas lo que causaba que la extraccién llegara a tardar horas hasta dias por
SUS NUMerosos pasos que se tenian que realizar (Rios et al, 2016). Pero fue a partir de
los afios 90 que se comenzaron a implementar protocolos mas equipados que consistian
en kits que utilizaban soluciones inorganicas cargadas positivamente, estos tenian la
capacidad de retener la mayor cantidad de ADN y permitir separarlo del resto de las

biomoléculas, teniendo asi una extraccion libre de inhibidores (Cornejo, 2014).

2.7.1.1. Aspectos generales por considerar para la extraccion del ADN

Como primer aspecto se debe tener en cuenta el tipo de protocolo que se desea realizar
ya que este determinara tanto la calidad como la cantidad de material genético que
podremos obtener de una muestra. Sin importar el protocolo que se quiera implementar
debera considerar que la solucion o soluciones a utilizar debera tener la capacidad de

poder romper tanto la membrana plasmatica como la membrana nuclear para poder
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acceder libremente al ADN y al mismo tiempo sea aislado de enzimas que puedan llegar a
degradarlo (Martinez, 2015).

La destruccién de las células o también denominada lisis de las células solo sera posible
al incrementar los iones que permiten romper la estructura tridimensional de
macromoléculas, en conjunto con un detergente como el dodecilsulfato sédico permite la
eliminacion de las membranas y puede ser complementado al afiadir acetato o proteasas

para precipitar las proteinas que se encuentran asociadas al ADN (Zhang, 2015).

Asi mismo deberemos considerar que el ADN propio es insoluble en alcohol por lo que se
deben considerar soluciones como el etanol o isopropanol para generar su precipitacion
con el apoyo de centrifugacion, la presencia del material genético puede llevarse a cabo
mediante electroforesis en gel de agarosa, posteriormente ser tefiido con red - midori

green y siendo observado con luz UV (Tuya, 2016).

2.7.1.2. Protocolos tradicionales para la extraccién de ADN

Se considera como tradicional aquel protocolo el cual requiere mayor cantidad de
soluciones, también requiere mayor tiempo para realizar la extraccibn como primer paso
se debe realizar la separacion de proteinas y lipidos mediante solventes organicos como
es el fenol, cloroformo y el alcohol isoamilico estos en conjunto con ciclos de
centrifugacion van a permitir aislar los componentes del ADN, posteriormente se eliminan
para recuperar al ADN mediante la adicién de soluciones con alta concentracién de iones
de sodio o amonio también se puede implementar etanol para que generen una unién a
los grupos fosfato, lo anterior va permitir que el ADN se pliegue sobre si mismo
haciéndolo insoluble, por dltimo se hidrata las estructuras del ADN para mantenerlo en
solucion esto puede ser a través de agua que tenga un pH de 7, solucion amortiguadora
como puede ser EDTA o Tris - HCL que va permitir el almacenamiento del material
genético (Gallou, 2015).

Cada modificacién puede ser apoyada por investigaciones previas que asegure una mejor
cantidad del material genético, de la misma forma se realizan las modificaciones debido a
que es necesario estandarizar los métodos de extraccion de ADN que garanticen su
sencillez, eficacia de los protocolos y de la misma manera la calidad del material obtenido
(Nufez, 2021). Otras modificaciones que en su mayoria son los mas utilizados, es para
permitir optimizar procedimiento que conllevan la implementacién de kit para mantenerlos

a bajo costo, para ello se recomienda esta metodologia para superar las limitaciones de
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investigacion que pueden surgir al extraer ADN a partir de muestras de sangre complejas
(Tomas, 2021).

2.7.1.3. Etapas para el procesamiento general de las muestras
Un procedimiento normal sin especificar las soluciones que vaya a utilizar debe considerar

como minimo el poder realizar y completar las siguientes etapas:

. Pretratamiento: en esta primera fase se debe considera en primera instancia el

tipo de muestra que se tiene pudiendo ser sangre, tejido, saliva, células
cultivadas o algun otro similar, asi mismo conocer el proceso por el cual sera
sometido para generar ciertas acciones que permitan la creacién de un tampén
de lisis

. Lisis: al igual que en la primera fase se toma en consideracion el tipo de
muestra que se va manera ya que con ello se determinara el tipo de solucién
con el cual generaremos la destrucciéon de cada uno de los complementos de
las células, este puede ser un detergente, proteasas 0 agentes
desnaturalizantes de proteinas

. Adsorcién: en este punto se colocard nuestra muestra ya lisada en el
contenedor que permitira separar todos los componentes fraccionados que no
sean parte del ADN, la salida puede ser mediante presién o por centrifugacion
dependiendo del disefio del material

. Lavado: se realiza con el fin de poder desplazar por completo todos los
componentes no fijados permitiendo obtener la mayor cantidad de ADN

. Elucion: la ultima fase tiene como finalidad el desestabilizar o disolver la union
del acido nucleico para finalmente ser captado por algun material estéril, libre

de particulas que pudieran no ser parte del ADN

Dependiendo del tipo de protocolo cada una de las fases puede cambiar tanto en tiempo,
cantidad y en las diferentes soluciones que se implementen, pero siempre deberan

conservar la finalidad de cada fase (Checa, 2018).

2.7.1.4. Factores que pueden afectar la extraccion

En su mayoria se puede ver afectado mucho antes de que la muestra llegue al laboratorio
para ser analizada y procesada. Los factores pueden presentarse incluso desde la falta de
conocimiento, sobrepasar el tiempo de almacenamiento de las muestras, asi como el

realizar malos manejos antes y después de la toma de muestras (LabMedica, 2018).
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1. Estado de salud del paciente: Es el primer factor que de manera no directa puede

afectar la cantidad y calidad del material genético, aquellos pacientes con
inmunodeficiencia o que se encuentren en condiciones criticas presentan
celularidad disminuida lo que se ve reflejado en una baja cantidad de volumen, la
facilidad para formar coagulos y teniendo como resultado final un bajo niumero de
células nucleadas (Cruz, 2021).

2. Manejo de muestras: Se debera considera desde la obtencion de la muestra la

cual debera ser en tubos adecuados tanto en composicion como en capacidad,
para ello se podra trabajar con muestra que vengan en tubos que contengan acido
etilendiaminotetraacético como anticoagulante, asi mismo que la sangre
recolectada este correcta homogenizacion evitando la formaciéon de coagulos que
puedan llegar a provocar la reduccién de células nucleadas y con ello disminuir la
cantidad de ADN obtenido al finalizar el protocolo de extraccion (Osorio, 2013).

3. Almacenamiento de las muestras: Es un aspecto primordial para que la extraccion

de las muestras sea exitosa, considerando que el almacenamiento temporal puede
ser hasta de 24h con temperatura ambiente o bien entre 2- 8°C pudiendo
permanecer hasta 4 dias, esto tiene utilidad para aquellas muestras que van
destinadas para estudios de metilacién, mientras que aquellas muestras que van
para estudios de secuenciacion se pude mantener con las mismas condiciones
hasta por 15 dias (Riera et al, 2010).

2.7.2. Técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Es una reaccion enzimatica que se realiza de manera in vitro que permite amplificar
millones de veces una secuencia especifica de ADN, fue desarrollada en 1994 por Kary
Mullis, esta técnica puede ser variar con respecto al tipo de ADN que se implemente,
cuando se utiliza ADN complementario proveniente del ARN mensajero se le conoce
como RT-PCR (reverse transcription por sus siglas en inglés) mientras que al utilizar ADN
gendmico generamos una PCR. Para su desarrollo se requieren elementos importantes
como el templado molde (ADN o ADNCc), enzimas, los oligonucleétidos o primers, los
desoxirribonucleotidos trifosfatados (ANTPs como adenina, timina , citosina y guanina), el
ion magnesio, una solucién amortiguadora o buffer y agua, su interaccion se realiza en los
equipos denominados como termocicladores los cuales estaran encargados de tener las
condiciones necesarias de temperatura y tiempo para generar la amplificacion de las

secuencias de interés (Tamay et al., 2013).
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2.7.2.1 Procedimiento general y componentes de una PCR
Esta técnica requiere realizar ciclos constantes, al final de cada ciclo los productos se
duplican para ello el proceso es realizado en un termociclador programables, esto implica
que al realizar entre 30 a 50 ciclos térmicos genera un aumento exponencial del nimero
total de copias sintetizadas de ADN (Padilla et al.,2003). Es por ello por lo que se realizan
PCR multiple en esta se introduce un mismo tubo de reaccién do o mas pares de
cebadores especificos dirigidos a diferentes blancos para que una sola secuencia de ADN
blanco pueda ser amplificada al mismo tiempo, los cebadores son disefiados
cuidadosamente con el objetivo de tener temperaturas similares (Kim et al, 2019). Los
componentes basicos que requiere una PCR son:

. Una molécula molde de ADN de la cual se amplificara el fragmento

. 2 cebadores sintéticos que suelen ser denominados cebadores directos e

indirecto, estos flanquearan la regién del ADN para poderlo amplificar

. Desoxinucleotidos sintéticos por sus siglas dNTP

. Enzimas de ADN polimerasa
El procedimiento estandar establece que se requieren altas temperaturas alrededor de
95°C para que la molécula molde de ADN pueda ser desnaturalizada, permitiendo asi que
las hebras se separen rompiendo los enlaces de hidrogeno, por lo que se utilizar en los
diversos protocolos microorganismos extremofilos, posteriormente se usan temperaturas
mas bajas que suelen ser denominadas temperaturas de hibridacion que varia entre los
55 a 65°C esto permitira la activacion del cebador, después de un periodo de tiempo que
dependera de la sintesis de ADN polimerasa la solucidon vuelve a ser calentada a

temperaturas desnaturalizantes para poder repetir el ciclo varias veces (Boster, 2021).

2.7.3 La electroforesis como apoyo de la PCR

La electroforesis es una técnica de separacion de moléculas basadas en su carga
eléctrica y tamafio molecular, su funcién se realiza al utilizar una corriente eléctrica a
través de un gel o medio liquido que contiene las moléculas, esto permite desplazar a
diferentes velocidades de acuerdo a la muestra, para ello requerimos que las moléculas
deben tener una carga eléctrica neta para ser separadas, en ocasiones las moléculas se
cargan negativamente mediante la adicion de un detergente aniénico o un tampon que
contiene iones, también se considera el tamafio molecular mas grande se desplaza con
lentitud a comparacioén de las moléculas de menor tamafio, se debe considera que el
campo eléctrico se aplica a través del medio de separacion para que se pueda producir un

campo eléctrico que permita la movilizacién de las moléculas a través del gel, por su parte
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para poder detectar las moléculas se debe tefiir los geles o implementar técnicas de
deteccién especificas como puede ser la hibridacion de acidos nucleicos o la
inmunodeteccién, asi mismo se debe tener en cuenta el medio en que se realizara la
técnica, los geles mas comunes son los de agarosa y poliacrilamida (EDVOTEK, 2016).
Cuando se realiza la electroforesis en gel puede ser utilizada para separar moléculas o
fragmentos de moléculas de acidos nucleicos, son colocados en un espacio o cubeta de
electroforesis, hasta que queden completamente sumergidos en un tampdén con pH de 8,
con ello las moléculas tanto de ADN o ARN comenzaran a ser desplazadas al polo
positivo, debido a que el pH es superior a 5 poseen carga negativa. De manera generar
los geles se comportan como un tamiz molecular, lo que permite separar moléculas
cargadas en funcion a su tamafio y forma, la distancia recorrida por cada fragmento sera
inversamente proporcional al logaritmo de su peso molecular, se debe contemplar el
implementar marcadores de un tamafio conocido para que pueda permitir calcular los
pesos moleculares de las muestras (Padilla, et al., 2014).

Para poder leer el resultado se puede implementar bromuro de etidio para intercalarlo con
las bases de ADN, este tinte permite obtener patrones de intensidad de fluorescencia que
son digitalizados y analizados de manera visual o mediante software, que al ser expuesto
con los rayos ultravioletas permitan fluorescer la sensibilidad que presenta el bromuro es
de aproximadamente 30pg por cada muestra o banda y de acuerdo con el grosor. Las
moléculas son visualizadas indirectamente cuando los son pigmentado o coloreados por
el bromuro de etidio pudiendo tener un color naranja frente a la luz UV, las distintas
bandas seran marcadas por su tamafio quedando las de mayor peso retardadas o al inicio
de la placa (Montalvo y Lugo, 2016). A partir de la técnica se pueden analizar mezclas de
ADN mayores a 20 kb y un maximo de 5Mb esto permite que el analisis de ADN sea
intacto permitiendo diferenciar los subtipos de bacterias, considerandose la técnica de oro
para dicho proceso (Coto,2014).

Es el conjunto de técnicas que permiten el mantenimiento de las células de manera in
vitro lo que permite mantener al maximo sus propiedades fisiolégicas, bioquimicas y

genéticas, se pueden implementar 4 tipos de cultivos:

> Cultivo de 6rganos — permite mantener la arquitectura caracteristica del tejido, lo

gue conserva las interacciones histoldgicas, este cultivo permite mantener los tipos

celulares diferenciados
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> Cultivo de explantes primarios — se coloca un fragmento del tejido u 6rgano en la

interfase solido — liquido de un soporte de vidrio o plastico, lo que genera una
adherencia a la superficie y generar una proliferacion por la superficie del soporte

> Cultivo celular primario — es el mas utilizado por qué se puede obtener a partir de

explantes primarios o suspensiones de células disgregadas la cual se realiza por
métodos enzimaticos 0 mecanicos, cuando las células ocupan toda la superficie
disponible se dice que han alcanzado la confluencia, existen 2 tipos el primero es
el cultivd en monocapa gque se genera cuando las células crecen adheridas sobre
un soporte solido sea de plastico o vidrio y el segundo es un cultivo en suspensién
en el que las células se encuentran dispersas en el medio de cultivo por lo que su
crecimiento no depende del anclaje

> Cultivo histotipicos y organotipicos — se generan a partir de un solo tipo celular

para conseguir una elevada densidad celular mientras que los organotipicos son
de varios tipos celulares que interaccionan entre si de una forma que intenta
parecerse lo mas posible a la original su intencion es generar 6rgano o tejidos

completamente funcionales de manera in vitro

Los métodos son utilizados para la investigacion basica que permite estudiar los
fenbmenos complejos como la actividad intracelular, el flujo intracelular de las
biomoléculas, ecologia celular, interacciones celulares, gendémica y proteémica. Esto se

logra tener control del medio ambiente (Mufioz de Benavides, 2013).

2.8. Diagnéstico de Rickettsia spp.

El diagnéstico es basado principalmente en las sospechas clinicas, confirmando con
pruebas de laboratorio como puede ser el uso de técnicas seroldgicas, las cuales son de
las mas utilizadas para el diagndstico para la deteccion de anticuerpos como puede ser
mediante la técnica de inmunofluorescencia indirecta, la cual se basa en la deteccién de
inmunoglobulinas IgM e IgG tanto en fase aguda como en la convalecencia, localizadas
en el suero del paciente, se manifiestan mediante una antiglobulina marcada con
fluoresceina que al resultar positivo permite la visualizacion mediante microscopio de
fluorescencia, pero solo puede ser confirmado al realizar una seroconversion, suele
generar reacciones cruzadas debido a las diferentes especies de Rickettsia o bacterias.
Algunos otros métodos como el cultivo suelen ser consideradas como pruebas de
referencia, la cual es una técnica muy especifica que permite establecer la especie de

rickettsia presente en la muestra, pero suele ser un proceso laborioso que solo puede ser
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realizado en laboratorios especializados con nivel 3 de bioseguridad, otro métodos
diagnésticos son las técnicas de biologia molecular como PCR que permite identificar
rickettsias en distintos tipos de muestras (sangre, biopsias cutaneas, LCR, exudados,
rapado de escaras e incluso garrapatas) cominmente se analiza el gen glItA que codifica
la enzima citrato sintetasa (presente en todas las rickettsias) y que codifica también a las
2 proteinas de la membrana externa (OmpA presente en especies del GFM y OmpB
presente en todas menos Rickettsia belii) al obtener un resultado positivo se realiza una

secuenciacion esto permite llegar a la especie implicada (Oteo et al., 2015).

2.8.1. Pruebas de laboratorio para Rickettsia spp.

La principal prueba es el cultivo a pesar de ser un procedimiento muy laborioso, las
técnicas de serologia permiten detectar los anticuerpos como puede ser mediante la
inmunofluorescencia indirecta (IFl); sin embargo, estas no permiten la identificacion de las
especies, mientras que otras solo se basan en la deteccidon de anticuerpos como es la
prueba ELISA o Western Blot que no son muy estandarizadas. Las técnicas moleculares
como el uso de PCR son el gen 16S ARNr lo que permite codificar para diferentes
proteinas como 17kDa o la gltA que se encuentra en todas las especies de Rickettsia, asi
como proteinas de la membrana externa OmpA, OmpB al igual que las de superficie
celular como Scal y Sca4, la secuenciacién de los productos mediante esta técnica asi
como los otro tipos de PCR (PCR de punto final, PCR en tiempo real, PCR suicida) son la
mejor herramienta para la identificacion de especies, por su parte la seleccion de
muestras varia con respecto al tiempo de evolucién de la enfermedad, se puede utilizar
como muestra: sangre, suero, biopsia cutdnea de papulas, recoleccion de los

ectoparasitos, vesicula o hisopados. (Bontti et al., 2021).

2.9. Diagnéstico de Leptospira spp.

El diagndstico se confirma mediante pruebas de laboratorio aunque este puede llegar a
ser complejas ya que se utilizan pruebas que permiten detectar los anticuerpos
antileptospiras asi como la presencia de antigenos o acidos nucleicos de leptospiras a
partir de una muestra significativa, en este caso el aislamiento y la deteccion se obtiene
de muestras de 6rganos internos como el higado, pulmén, cerebro o rifilones asi mismo de
los liquidos corporales como la sangre, leche, liquido cerebroespinal, liquido peritoneal de
animales infectados, lo que determinaria un diagnéstico definitivo de la enfermedad clinica
mientras que una muestra de feto seria para las infecciones crénica en las madres
(Ordénez, Andrade, 2018).
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2.9.1. Pruebas de laboratorio para Leptospira spp.

Las técnicas de tincibn inmunoquimicas suelen ocupar muestras patoldgicas que son
inadecuadas para realizar cultivos o en caso de requerir un diagndstico rapido, son poco
implementadas cuando se tienen portadores crénicos, ya que la técnica en si depende del
namero de microorganismos presentes para que pueda ser exitosa, por lo anterior los
métodos para la deteccion del acido nucleico se emplean pruebas como la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) siendo utilizada por su alta sensibilidad, asi como la
capacidad que tienen para generar un diagnéstico temprano, sin embargo no suele ser
una prueba de rutina ya que dependerd de la presencia de genes que suelen estar
presentes en las bacterias (como gryB, rrs o secYo) o de genes restringidos a las
especies (como lilpL21,lipL32, lipl, ligA y LiglAB), por su parte las pruebas serolégicas
constituyen el procedimiento de laboratorio mas utilizado sobre todo para poder confirmar,
determinar la prevalencia y para poder realizar el estudio en un mayor niumero de
animales, como puede ser la prueba de microaglutinacion (MAT) la cual es una de las
mas utilizadas debido a que es un ensayo sencillo de realizar, consistiendo en enfrentar
los sueros problema con suspensiones de antigenos de leptospiras, requiere
preferentemente antigenos que sean representativos de acuerdo a la incidencia del lugar
0 bien que todos los serogrupos sean conocidos, lo que le permite tener una mayor
sensibilidad ayudando asi en la interpretacién de resultados, sin embargo, esta prueba no
puede ser implementada para identificar definitivamente la identidad del serotipo
infectante, teniendo como mayor complicacion las reacciones cruzadas, por su parte la
prueba de enzimoinmunoanalisis (ELISA) pueden estar disefiadas a base de OMP o
Lipopolisacéaridos lo que permite aumentar la especificidad, ampliando la reaccién contra
anticuerpos de todas las leptospiras patdégenas o siendo especifico de un serogrupo lo
que disminuye su validacion, requiriendo en la mayoria de los casos ser respaldada al
realizar MAT (OIE,2022).

2.10. Diagnéstico de Bartonella spp.

Anteriormente el diagnostico se basa en la evidencia de signos clinicos, antecedentes de
exposicion a felinos domésticos a la falla en el aislamiento de otras bacterias o en el
examen histolégico de biopsias de ganglios linfaticos, asi mismo se puede aislar el
patdégeno de sangre de reservorios naturales donde prevalece la bacteriemia entre el 10%
— 20% sobre todo en felinos silvestres o coyotes y hasta en un 95% en los bovinos o

ciervos (Hernandez et al., 2001).
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2.10.1. Pruebas de laboratorio para Bartonella spp.

No existe un diagndstico de eleccion para estos patdgenos, pero cada método permite
demostrar 0 no su presencia. Para el caso del examen histolégico se puede implementar
la tincion de Warthin-Starry, al igual que hematoxilina eosina y la de naranja de acridina,
utilizando como muestras biopsia de ganglios, valvulas cardiacas o piel, en el caso del
cultivo se realiza por hemocultivo, siembra directa en medio solido o en cultivo celular
teniendo como muestra sangre o biopsias es un método de baja sensibilidad por su dificil
crecimiento. Por su parte los métodos moleculares son de mayor especificidad, requieren
el uso de cebadores o sondas disefladas para el reconocimiento del agente, es
recomendando utilizar tejidos como muestras para esta clase de estudios ya que la
sangre y otros fluidos no se presentan voliumenes adecuados de la enfermedad, haciendo
que sean muestras no representativas (Malbran, 2018).

2.11. Diagnéstico de Borrelia spp.

Se realiza en primera estancia con el antecedente de la mordedura de un ectoparasito
sobre todo si es por garrapata, asi como presentar alguna manifestacion clinica
compatible con la enfermedad, en caso de existir un tratamiento previo de antimicrobianos
puede evitar el desarroll6 de anticuerpos dificultando la confirmacién microbiolégica, con
respecto a los cultivo suelen ser laboriosos teniendo hasta 12 semanas en observacion de
facil contaminacion y especifico que requieren medios enriguecidos suelen ser realizados

Unicamente en laboratorios de referencia (Portillo et al., 2014).

2.11.1. Pruebas de laboratorio de Borrelia spp.

Se implementan métodos de serologia para la deteccion de anticuerpos especificos (IgM
e 1gG) o técnicas de biologia molecular como la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR) implementando diferentes fragmentos de genes como OspA, OspB, p66, rrs, flaB.
Esta Ultima es una técnica que presenta una alta sensibilidad para la deteccion de
especies y también en la que se pueden utilizar diversas muestras, siendo preferente el
liquido cefalorraquideo o liquido sinovial. Por su parte los ensayos inmunoenzimaticos
(ELISA) o de inmunofluorescencia (IFA) contienen multiples antigenos lo que hace que
sean poco especificos a pesar de su alta sensibilidad, los resultados debe ser
corroborados con prueba de Western Blot para la identificacion de bandas proteicas que
permiten valida un resultado positivo, el numero de bandas dependera de
inmunoglobulinas que se analicen, esto permite conocer la respuesta inmune ante la

infeccion activa, si solo se detectan bandas de IgM se considera como un falso positivo,
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debido al tiempo de exposicién de las muestras que se presentan después de un mes de
la infeccion (Cortes et al., 2021).

2.12. El principal marsupial de México

El tlacuache (tlakuakilotl en ndhuatl) como mejor se le reconoce en México, presenta una
amplia variedad de nombres con respecto a la regién en la que se encuentren, siendo
llamados como zariglieyas/opposum principalmente en Estado Unidos y partes de
Panama, como zorra, zorro peldén o zorro cola pelada en (Costa Rica, Nicaragua), como
raposa en Ecuador, comadreja en Uruguay, como carachupa en Bolivia, muca en Peru y
como chucha, faro, runcho o yaguar en Venezuela y Colombia. Son mamiferos terrestres,
clasificados al mismo tiempo como marsupiales didelfimorfo pertenecientes a la familia
Didelphidae, los primeros restos fésiles fueron encontrados en rocas que datan del
periodo cretacico, actualmente se distribuyen por toda América central y Suramérica en

regiones de altas montafas, bosques costeros e inclusive desierto (Arteaga, 2017).

En México habitan 8 especies siendo a su vez subdivididas en 7 géneros: tlacuache
lanudo (Caluromys derbianus), tlacuache de agua (Chironectes minimus), tlacuache
ratonero (Marmosa mexicana y mayensis), tlacuache yupati (Metachirus nudicaudatus),
tlacuache cuatro ojos (Philander oposum), tlacuachin (Tlacuatzin canescens) y tlacuache
comun (Didelphis que puede ser virginiana o marsupiales) como se puede observar en la
figura 3. Todas se encuentran distribuidas Unicamente en 24 estados de la republica con
la excepcion de Baja California norte y sur, Durango, Zacatecas y Chihuahua en los

cuales no se tienen registros oficiales (Rivas, 2020).

Figura 3 Ejemplar adulto del género Didelphis marsupialis mejor conocido como tlacuache o zarigiieya recién
ingresado a la URRRS




El estudio de su distribucién es complementado con los avistamientos registrados hasta el
afio 2021 en la Comisién Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad
(CONABIO) como se muestra en la figura 4.

Figura 4 Mapa de la distribucién y avistamientos del género Didelphis marsupialis en México
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Los puntos de color morado representan los registros de avistamiento realizado por
profesionales, mientras que los de color naranja son los registros de personas que
realizan actividades cercanas a la naturaleza como fotégrafos o senderistas y en color
rojo se representan las zonas de distribucion del género Didelphis marsupialis de acuerdo
con el estudio de Ceballos et al. 2008. (CONABIO, 2021).



A través del Sistema Nacional de Informacién Sobre Biodiversidad (SNIB) presentan
4,911 registros a nivel nacional y teniendo no mas de 100 registros en el estado de

Hidalgo en la actualidad (figura 5).

Figura 5 Mapa de avistamientos del género Didelphis marsupialis en el estado de Hidalgo
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Los registros también se representan mediante puntos de color morado cuando son
realizados por profesionales, mientras que los de color naranja son los registros de
personas que realizan actividades cercanas a la naturaleza como fotografos o senderistas
y las lineas de color amarillo delimitan al estado de Hidalgo de los estados colindantes

gue se encuentras remarcados con lineas de color naranja (CONABIO, 2021).



En general son animales nocturnos con habitos arboricolas en su etapa juvenil apoyados
por una cola prensil que les permite cargar todo su peso al trasportarse por las ramas de
los arboles y terrestres en su etapa adulta que permitié desarrollar una adaptacién de un
pulgar oponible en las patas traseras, su peso va de los 60 g hasta los 5 kg segun la
especie. Los géneros Didelphis, Philander y Chirnectes tienen un marsupio bien
desarrollado, no obstante, en el caso de las especies metachirus, marmosa Yy tlacuatzin
esta ausente, esto junto a un periodo de gestacion incompleto es lo que les caracteriza
como marsupiales. El periodo de gestacion oscila entre los 10 - 45 dias dependiendo de la
especie, después de este tiempo las crias nacen de forma embrionaria y realizan una
migracién hacia el marsupio que es un tipo de bolsa que les brinda proteccion contra
patégenos, asi como eventos climéaticos adversos, ya en el interior se adhieren a las
glandulas mamarias hasta completar su desarrollo que varia entre los 70 - 120 dias para
ser totalmente independientes. Solo una de estas especies Didelphis virginiana logra
realizar tanatosis, el cual es un método de defensa pasivo que se caracteriza por el hecho
de aparentar estar muerto, es también una de las especies con mayor adaptacion a las
areas antropizadas por lo que su contacto con animales domésticos y humanos es mayor

generando que la trasmision de patégenos se facilite (Cruz, 2012).

El promedio de vida de estos animales es de 2 a 5 afos, durante ese tiempo se
encontrardn solos con excepcion de las épocas de reproductivas el cual se ve
directamente influido por el fotoperiodo siendo marcadamente estacionales
incrementando el porcentaje de hembras prefiada en los inicios de estaciones himedas.
Su rango de distribucién es de 0.2 Ha en hembras y 3.0 Ha en machos viviendo
preferentemente en zonas periurbanas con variaciones segun la especie y debido a que
son poco selectivos al comer se les considera como omnivoros que se alimentan de forma
oportunista en la mayor parte de su vida adulta donde incluyen desde vertebrados hasta
carrofia, por su parte cuando son jovenes manejan una dieta basada principalmente en

insectos y plantas (Flérez y Vivas, 2020).
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2.13. Mamifero distintivo de México

En 1887 fue descrito por primera vez por el estadounidense Elliott Coues proponiendo el
termino "bassarisk” para agrupar a los animales de este género (Milo,2022), sin embargo,
el cacomixtle se ha denominado claco, tlaco, medio o miztli en ndhuatl, pero también
como rintel, baséride o basarisco dependiendo del pais. Es un mamifero de la familia
Procyonidae que presenta solo 2 especies Bassariscus sumichrasti y B. astutus los cuales
se distribuyen desde Estados Unidos hasta México (Moncada, 2014); aunque se han
realizado registros que indicar que la distribucién geografica de la especie B. sumichrasti
esta restringida Unicamente a Centroamérica teniendo que en México se presentan desde
Guerrero hasta el sur de Veracruz y en el oeste de Panama abarcando Guatemala,

Belice, Nicaragua, El Salvador y Costa Rica (Sanchez Herrera et al.,2015).

En México su distribucibn se encuentra practicamente en todos los estados de la
republica desde Baja California hasta Oaxaca e inclusive en muchas areas de la Ciudad
de México (sobre todo en alcaldias como Tlalpan, Alvaro Obregon, Cuajimalpa y
Coyoacén) preferentemente en zonas rocosas o aridas, hasta el momento Unicamente las
subespecies de B. astutus insulicola y B. saxicola se menciona en el listado de la NOM-
059-SEMARNAT-2010 con categoria de especies amenazadas y con distribucion
endémica en el pais (Cisneros y Martinez, 2019). Por su parte la especie de cacomixtle
tropical (B. sumichrasti) a diferencia de su congénere habita en selvas altas, selvas
medianas perennifolias, bosques mesofilos de montafia y las areas humedas, densas de
bosques sobre todo de encino pino, presentes a nivel del mar hasta los 2.900m. de altitud
(Villarreal et al., 2012).

La Comisién Nacional para el Conocimiento y Uso de la Biodiversidad (CONABIO) a
través del Sistema Nacional de Informacion Sobre Biodiversidad (SNIB) tienen en la
actualidad 3,343 registros a nivel nacional como se muestra en la figura 6, los puntos de
color morado representan los registros de avistamiento realizado por profesionales,
mientras que los de color naranja son los registros de personas que realizan actividades
cercanas a la naturaleza como fotégrafos o senderistas y en color rojo se representan las
zonas de distribucion del género Bassariscus astutus de acuerdo con el estudio de
Ceballos et al. 2008 (CONABIO,2021).
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Figura 6 Mapa de la distribucién y avistamientos de la especie Bassariscus astutus en México
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Se tienen un estimado de 200 registros en el estado de Hidalgo (figura 7), estos valores
son un estimado de la poblacion total presente en el pais, sin embargo, permiten generar
un panorama de la amplitud que puede llegar a tener esta especie (CONABIO,2021).

Figura 7 Mapa de los avistamientos de la especie Bassariscus astutus en el estado de Hidalgo
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Llegan a medir entre 60 a 80 cm con un peso que va de los 700 g hasta los 1.500 kg en
adultos; visualmente se asemejan a un gato pequefio pero se distingue por una cola
esponjosa que presenta de 7-8 anillos negros, esta puede llegar a ser similar al tamafio
del cuerpo; pose ojos grandes rodeados por anillos negros o marrén, orejas que pueden
ser redondeadas en el caso de B. astutus como (figura 8) o sin redondear ligeramente
puntiagudas en el género B. sumichrasti, un pelaje dorsal grueso que generalmente es de
color gris con tonos marrones o amarillos; y emite una gran variedad de sonidos casi

similar a los que llegan a realizar los mapaches (Medellin, 2020).

Figura 8 Ejemplar adulto de la especie Bassariscus astutus adulto recibido en la
URRRS.
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En general son animales nocturnos, timidos, solitarios que suelen juntarse Unicamente
para el apareamiento, se desplazan bien tanto por tierra como a través de los arboles
debido a que sus articulacion llegan a ser tan flexibles que las presentes en sus tobillos
pueden girar a mas 180° grados permitiéndoles trepar con mayor facilidad, sus miembros
anteriores cuentan con 5 dedos, un cojinete plantar y subplantar en el dedo mefique, los
miembros posteriores son similares pero sin cojinete subplantar, en algunas especies
como B. astutus (figura 9) las garras pueden ser retractiles siendo distintivo de la especie,
con respecto a su reproduccién es principalmente en primavera con una gestacion que va
de los 45 - 50 dias, llegando a tener hasta 4 cachorros por camada, su alimentacion es
variada haciéndolos animales omnivoros, pero su alimentacion puede llegar a ser mas
estricta con respecto a su habitat pudiendo tener como principal alimento la vegetacion,

pequefios mamiferos, artrépodos e inclusivo aves (Vargas, 2018).

Figura 9 Manejo de 2 ejemplares juveniles de Bassariscus astutus dentro de un
biosimulador de la URRRS.
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3.0. Justificacion

Los animales que son ingresados en la Primera Unidad de Rescate, Rehabilitacion y
Reubicacion de Fauna Silvestre Endémica y Exdtica de México pueden presentar agentes
infecciosos con posibilidad de zoonosis, debido a la interaccidon natural que existe entre
los ejemplares y los vectores como son las garrapatas. En caso de confirmar la presencia
de agentes infecciosos como Rickettsia spp., Bartonella spp., Leptospira spp. o Borrelia
spp a través de las muestras sanguineas se estableceria que no existe un tratamiento
especifico para dichos patdgenos, lo que estaria generando una resistencia, los
resultados de estos andlisis servirAn como promotores para iniciar protocolos de
prevencion de enfermedades zoonéticas y contribuir al conocimiento que se tiene sobre
su asociacion con las especies silvestres como tlacuaches (Didelphis marsupialis) y

cacomixtles (Bassariscus astutus).
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4.0. Hipotesis

Existe la presencia de al menos un patdgeno trasmitido por vector en tlacuaches y
cacomixtles provenientes de la Primera Unidad de Rescate, Rehabilitacion y Reubicacion
de Fauna Silvestre Endémica y Exética de México, y con una frecuencia de infeccion de al
menos 7% de alguna de estas especies, siendo infectadas por enfermedades que son
trasmitidas por vectores.
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5.0 Planteamiento del problema

Establecer la presencia de agentes patdgenos trasmitidos por vectores en animales
silvestre provenientes de la Primera Unidad de Rescate, Rehabilitacién y Reubicacién de
Fauna Silvestre Endémica y Exotica de México, particularmente las especies de

tlacuaches y cacomixtle que estén infectados por ectoparasitos.
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6.0. Pregunta de investigacion

¢ Existe la presencia de enfermedades trasmitidas por vector en tlacuaches y cacomixtles
provenientes de la Primera Unidad de Rescate, Rehabilitacién y Reubicacién de Fauna
Silvestre Endémica y Exdética de México en Hidalgo?
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7.0. Objetivo general

Realizar una busqueda intencionada de 4 agentes infecciosos transmitidos por vector

(Rickettsia spp., Bartonella spp., Leptospira spp. Borrelia spp), mediante la técnica de la

reacciébn en cadena de la polimerasa (PCR) en todas las especies de tlacuaches y

cacomixtles que lleguen a la Primera Unidad de Rescate, Rehabilitacion y Reubicacion de

Fauna Silvestre Endémica y Exoética de México.

8.0. Objetivos especificos

1.

N o o bk~ Db

Realizar toma de muestra sanguinea a todas las especies de tlacuaches y cacomixtles
que se presenten a la Primera Unidad de Rescate, Rehabilitacién y Reubicacion de
Fauna Silvestre Endémica y Exoética de México durante el periodo julio 2022 a mayo
de 2023.

Realizar la extraccion y valoracién del ADN de cada una de las muestras.

Analizar mediante la técnica de PCR en cada muestra la presencia de Rickettsia spp.
Analizar mediante la técnica de PCR en cada muestra la presencia de Bartonella spp.
Analizar mediante la técnica de PCR en cada muestra la presencia de Leptospira spp.
Analizar mediante la técnica de PCR en cada muestra la presencia de Borrelia spp.

Analizar y correlacionar los resultados obtenidos.
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8.0. Materiales y Métodos

Se realizdé un estudio observacional, analitico y comparativo obteniendo 24 muestra de
tlacuaches silvestres (Didelphis marsupialis.) y 7 muestra de cacomixtles silvestres
(Bassariscus astutus) en un periodo de 10 meses en 2 afos distintos, el primero en los
meses de agosto a diciembre del 2022 y el segundo en los meses de enero a junio del
2023, tanto las muestras como los datos de las especies silvestre fueron proporcionadas
por la Primera Unidad de Rescate, Rehabilitacion y Reubicacion de Fauna Silvestre,
Endémica Y Exotica de México (URRRS); ademas se obtuvieron 58 muestras de ADN de
tlacuaches extraidas en el mes de octubre del 2019, proporcionadas por el Laboratorio
Clinico Especializado BioGeneTicks, ambas instituciones localizadas en el estado de

Hidalgo, generando asi un total de 89 muestras.

La extraccion de ADN para todas las muestras y amplificacion para cada bacteria se
realizé en el Laboratorio Clinico BioGeneTicks, en el que cada muestra fue seleccionada

siguiendo los siguientes criterios:

e Criterios de inclusion: todas aquellas muestras provenientes de ejemplares de

tlacuaches o cacomixtles silvestres que presenten un buen estado de salud o bien
se encuentren en un estado desahuciado y de los cuales se conozca el lugar de
origen, peso, sexo, estado actual, asi como la estimacion de su edad

» Criterios de exclusién: todas aquellas muestras que provengan de ejemplares

domésticos o que se encuentren con un estado de salud critico

e Criterios de eliminacién: muestras sin informacion o que sean de dificil

identificacion
Es poco lo que se sabe de las poblaciones de tlacuache y cacomixtle, ya que los
porcentajes establecidos por la procuraduria federal de proteccibn al ambiente
(PROFEPA) estima que en México al redor de un 30% de los animales que existen en el
pais son mamiferos, conformado a su vez por 5,420 especies endémicas del pais que
incluyen 1,229 géneros, 154 familias y 29 6rdenes (PROFEPA, 2020). No obstante,
algunos estudios realizados en zonas especificas pueden apoyar con el analisis estimado
de poblacion, como es el caso del parque nacional el Chico el cual es un area natural
protegida que a pesar de su reducida extension presenta el 23.8% de mastofauna de la
cual el 74.5% del registro fotografico que se realizé pertenece a la especie de cacomixtle

y dentro del 25.5% se encontraron registros de tlacuaches (Hernandez, y Rojas, 2010).
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Lo anterior permitié establecer la muestra finita con la siguiente formula:

N N: tamafo de muestral calculado
NC = N Nc: tamafio de muestral corregido
1+ —== PT: tamafio de la poblacién
PT

Se obtuvo un porcentaje de confianza del 95%, con una proporcién poblacional infinita, y
una precision de la estimacién a 0.05, requiriendo un tamafio de muestra minima de 89

ejemplares para ser estadisticamente significativo.

9.0. Metodologia
El andlisis de las 31 muestras proporcionadas por la Primera Unidad de Rescate,
Rehabilitacion y Reubicacion de Fauna Silvestre, Endémica Y Exotica de México se

implementé la siguiente metodologia:

9.1.1. Toma de muestras sanguineas

Las muestras se recolectaron en microtainer BD® (tapa lila con EDTA) preferentemente
por la vena coccigea y en caso de no lograr canalizarla, se obtenia directamente en
yugular, posteriormente fueron colocadas en refrigeraciébn con temperatura de 4° - 5°C
posteriormente se colocaban en congelacion, el volumen de sangre obtenido de cada
ejemplar fue de acuerdo con la relacion del peso, por lo que en cada una de las
recolectas solo se podia obtener entre 1 — 2 % del peso corporal de los ejemplares, para
no afectar la salud o recuperacion de los mismos, permitiendo asi el proceso de
adaptacion para que al término de este sean reubicados en una zona natural protegida de

la region.

Los datos recopilados de cada cacomixtle a los que se le realizd la toma de muestra
sanguinas incluyeron: el sexo, la fecha en que ingresé a la institucion, lugar de origen,
fecha del muestreo, peso, estado nutricional, nombre o folio con el que se identificaba en
la unidad, presencia de ectoparasitos, cantidad de ectoparasitos y la edad que se estimé

con respecto al tamafio y peso de cada ejemplar.
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9.1.2. Recoleccion de muestras sanguineas en Tlacuaches silvestres

La recoleccion de muestras se realiz6 a través de la vena coxigea con el objetivo de
disminuir el estrés, siendo util para aquellos ejemplares que tenian alta probabilidad de
ser liberados, como segunda opcion se utilizé la vena yugular o cefélica, sin embargo,
incrementaba el estrés en los ejemplares debido a la posicion en las que se debia
manipular, por lo que solo se implemento6 para aquellos ejemplares con poca probabilidad
de supervivencia. Se utilizaron jeringas de 1 ml o de 3 ml con aguja de calibre 27 x 13 mm
0 de 21G x 40 mm de acuerdo con la edad estimada del ejemplar, la sangre se

recolectaba en microtainer (tapa lila/morada) con capacidad de 0.5 ml.

9.1.2.1. Procedimiento
Los ejemplares eran pesados mediante una bascula electrénica de la marca pretul, siendo

colocados en cajas de plastico transparentes que permitiera visualizarlos (figura 10).

Figura 10 Pesaje de un tlacuache (Didelphis marsupialis) adulto en una transportadora de plastico
transparenté para una mejor visualizacion del ejemplar
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Después se inmovilizaban mediante contencion fisica, utilizando guantes de carnaza o
lazador para perros en los ejemplares con peso de 1 kg o mas; se sujetaban los miembros

posteriores, asi como la cabeza, tratando de incluir la parte del cuello para dar mayor

soporte (figura 11).

Figura 11 Contencidn fisica de un tlacuache (Didelphis marsupialis) adulto, se debe utilizar la
mano dominante para sostener la cabeza y con la otra tomar los miembros posteriores.

Figura 12 Toma de muestra sanguinea de la vena coccigea de un tlacuache (Didelphis
marsupialis) juvenil, el soporte en la cola es importante para evitar movimientos que puedan
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Posteriormente eran limpiados vigorosamente con VeteriBac® y alcohol en la zona de
venopuncién (vena coccigea), lo siguiente era localizar el vaso sanguineo para insertar la
aguja en direccién proximal en angulo recto, inmovilizando por completo la cola como se

muestra en la figura 13y figura 14.

Figura 13 Contencidn fisica en un ejemplar de tlacuache (Didelphis marsupialis) adulto,
posicionandolo en decuUbito dorsal para la recoleccion de muestra sanguinea por vena coccigea, en la
URRRS.

Figura 14 Contencidn fisica de un tlacuache (Didelphis marsupialis) juvenil, posicionandolo
en decubito ventral para puncion de vena coccigea.
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La extraccién de la sangre se realizaba de manera continua obteniendo un volumen
minimo de 0.3 ml para ejemplares que no podian ser inmovilizados en su totalidad,
aquellos que pesaban menos de 0.500 kg o que se encontraban en estado critico,
mientras que el volumen maximo fue de 0.5 ml para ejemplares en buen estado de salud
0 adultos; Por altimo se coloco la muestra en un microtainer BD® con EDTA y se mezcld
suavemente de manera uniforme, se realizd presion en la zona de puncién hasta que ya
no se observa salida de sangre (aproximadamente 5 min) se rotulé cada tubo con el

numero de muestra junto con la letania de T.C. como se muestra en las figuras 15y 16.

Figura 15 Identificacion de muestra de tlacuache
(Didelphis marsupialis) juvenil en la URRRS.

Figura 16 Identificacion de muestra de tlacuache
(Didelphis marsupialis) juvenil con foto del ejemplar
para un mejor control de datos
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9.1.3. Recoleccion de muestras sanguineas en Cacomixtles silvestres

Para la toma de muestra de estos ejemplares se realiz6 a través de la vena cefalica o
safena, ya que permite disminuir el estrés se implementd en los ejemplares que tenian
alta probabilidad de ser liberados (figura 14), otra opcién fue la vena yugular o coxigea
pero estas zonas aumentaron el estrés en los ejemplares debido a la posicion en la que
se tenian que colocar para realizar la extraccion, es por ello que estas zonas de puncién
se ocuparon para aquellos ejemplares con poca probabilidad de supervivencia. El material
gue se ocupo fue jeringas de 1 ml con aguja de calibre 27G x 13 mm o se podian ocupar
catéter de calibre 23G debido a que tanto la piel como los vasos sanguineos son de facil
ruptura sobre todo si los ejemplares se encuentran deshidratados, la sangre se recolecto

en microtainer (tapa lila/morado) con capacidad de 0.5ml.

9.1.3.1. Procedimiento

Los ejemplares se pesaban en trasportadoras de plastico transparentes en una bascula
electrénica pretul (figura 17) permitiendo visualizar al ejemplar durante el proceso de
pesaje.

Figura 17 Pesaje de un cacomixtle (Bassariscus astutus) juvenil en transportadora de
plastico transparente




Posteriormente se inmovilizaron utilizando guantes de carnaza, se sujetaron de los
miembros posteriores, asi como la cabeza incluyendo parte del cuello para dar mayor

soporte como se muestra en la figura 19 y figura 20.

Figura 18 Manejo mediante contencion fisica en un

ejemplar de Bassariscus astutus juvenil paratoma de  Figura 19 Demostracion de una contencion fisica adecuada
muestra sanguinea mediante la vena safena de un ejemplar de Bassariscus astutus para realizar toma de
muestra o exploracion fisica, la mano dominante debe
sostener la cabeza, mientras que la otra debe sostener los
miembros posteriores.

Figura 20 Contencidn fisica en ejemplar de Bassariscus astutus adulto que puede ser utilizada
para la evaluacién clinica y toma de muestra sanguinea
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Se coloc6é un torniquete y se limpid vigorosamente con alcohol, de ser posible eran
rasurados, tras localizar el vaso sanguineo se inserto la aguja en direccion proximal en un
angulo superficial respecto a la piel al localizarlo se retiraba el torniquete para hacer la
extraccién de sangre de manera continua (figura 21), el volumen minimo que podia ser
recolectado era de 0.3 ml para ejemplares que no podian ser inmovilizados, que pesaban
menos de 0.500 kg o que se encontraban en estado critico y el volumen maximo era de
0.5 ml para ejemplares adultos, que se encontraban en buen estado de salud (figura 22).
Por dltimo, la sangre se depositaba en un microtainer BD® con EDTA mezclando
suavemente de manera uniforme, se realizaba presion en la zona de puncién
(aproximadamente durante 5 min) y finalmente el tubo era rotulado con el nimero de

muestra, asi como la letania de C.C.

Figura 21 Toma de muestra sanguinea en un ejemplar
de Bassariscus astutus juvenil mediante la vea cefélica

Figura 22 Demostracion de contencidn fisica de un
ejemplar de Bassariscus astutus juvenil con buen estado
de salud y evaluacion de estructuras de la parte craneal
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9.1.4. Protocolo implementado para la extraccién de ADN

9.1.4.1. Materiales y Equipos

Kit Omega BIO — TEK

Tubos de microcentrifugas de 1.5 ml

Pistilo estéril

Columnas de recoleccion con filtro y sin filtro
Micropipetas de 10, 100 y 1000 pl - Eppendorf®
Rack para tubos de microcentrifuga
Termobloque termomix - Eppendorf®
Centrifuga refrigerada - Eppendorf®

Agitador vortex marca DLAB

Espectrofotémetro NanoDrop - Thermo scientific™

9.1.4.2. Método

Se comenz6 con aquellas muestras que estaban en Microtainer BD® de tapa lila que

contenian mas 0.3ml de sangre, las cuales fueron centrifugadas a 3500 rpm durante 15

min, al finalizar se separ6 el plasma y la capa leucocitaria en tubos de microcentrifuga
(figura 23).

Figura 23 Identificacion de muestras para la extraccién sanguinea, al igual que la separacién de capa

leucocitaria para el proceso de extraccion usando el kit Omega BIO-TEK
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Después se limpi6 el area para iniciar el proceso de extraccion, pasando 250 ul de la capa
leucocitaria a un tubo de microcentrifuga nuevo, para las muestras que contenian un valor
de 0.3ml o menor se realizaron con el procedimiento directo en el microtainer BD® (figura
24) y las muestras que contenian coagulos fueron colocadas entre 5 a 10 min en la
incubadora a 65°C para realizar la destruccién del coagulo con ayuda de un pistilo (figura
25).

Figura 24 Administracién de reactivos del kit a Figura 25 Destruccion de coagulo mediante un pistilo,
cada una de las muestras para el proceso de permitiendo incrementar el volumen de la muestra y
extraccion de ADN mejorar la cantidad de ADN en la extraccion

Posteriormente se realizo la medicion de sangre y Buffer BL para que fueran exactamente

iguales en cantidad, el resto de las muestras se les adiciono 250ul de solucion Buffer BL
mas 15ul de proteinasa K (soluciones proporcionadas por el Kit Omega BIO-TEK)

incluidas aquellas con coagulos o con menor volumen.
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Se mezclaron a través de un vortex por 10 s (figura 26), se incubo por 15 min a 65°C en el
termobloque, pasado el tiempo se agregd 500ul de alcohol etilico, mezclando nuevamente
con apoyo del agitador vortex durante 15 s, nuevamente fueron colocadas a incubar en el
termobloque; después se pasaron 750yl a una columna de recoleccion con filtro
previamente rotulada con el nimero de muestra y se centrifugaron durante 1 min a 10000
rom al finalizar se eliminé el material presente en la columna recolectora sin filtro,
terminado el proceso de centrifugacién se inicid con los lavados con 500ul de solucion

Buffer HBC (solucién presente en el kit Omega BIO-TEK).

Figura 26 Utilizacion del vortex para la homogenizar de la muestra con
los reactivos del kit.

A continuacion, se centrifugé a 12000 rpm por 1 min eliminando el excedente presente en
la columna de recoleccion sin filtro, para el ultimo lavado se agregaron 750ul de solucion
Wash Buffer (solucién presente en el kit Omega BIO-TEK) siendo centrifugado a 13000

rpm por 1 min realizando por duplicado, pero con la columna vacia.



Por ultimo, se colocé la columna de recoleccion con filtro en un tubo de microcentrifuga
nuevo se agrego 200ul de solucion Elution Buffer a 65°C y se dejo reposar por 5 min con
la solucién, se realizé una ultima centrifugacién a 13000rpm durante 1 min, pasado el
tiempo se colocd en un tubo de microcentrifuga previamente rotulado, la lectura y

evaluacion de la calidad del ADN extraido fue obtenido de 1ul en el espectrofotometro

NanoDrop™ (figura 27 y 28).

Figura 28 El NanoDrop permite obtener

Figura 27 MgdlClon y gnallss del ADN la cantidad y calidad de ADN de cada una
previamente filtrado de las muestras
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9.1.5. Protocolo implementado para la realizacion de PCR

9.1.5.1. Materiales y Equipos
. Tubos de microcentrifuga BD® de 0.5ml a 2ml
. Mezcla maestra - Promega®
. Micropipeta y puntas de 10 pl, 100 pl, 1000 pl

. Agua libre de nucleasas

. Rack para PCR - Eppendorf™

. Primer a base de los genes de cada bacteria
. Termociclador - Eppendorf™

. Centrifugadora minispin - Eppendorf™

9.1.5.2. Método

Se limpio bien el area, se atemper6 el ADN extraido, se colocaron en un rack para PCR
89 tubos de microcentrifuga de 0.5ml, se calculd y preparé la mezcla total la cual estaba
conformada por 25 pl de mezcla maestra PROMEGA®, adicionada con 2 pl de primery 7
pl de agua libre de nucleasas, posteriormente se colocaron 34 pl de mezcla a cada uno de
los tubos y se adicionaron los microlitros necesarios de ADN, obtenidos al calcular 100

entre el valor de calidad que dio el NanoDrop™ (figura 29).

Figura 29 Elaboracién de mezcla maestra para cada
una de las muestras




Posteriormente se llevaron a la centrifuga minispin con el fin de que cada punta del tubo

de microcentrifuga sea llenada en su totalidad, se colocaron en el termociclador

ingresando los siguientes datos con respecto al patégeno, teniendo las siguientes

condiciones: para Bartonella spp. se utilizo el gen secuencia ITS forwards y reverse, para

Leptospira spp. fue el gen secuencia 16S rRNA forwards y reverse, para Rickettsia spp. el

gen secuencia glItA forwards y reverse mientras que para Borrelia burgordorferi el gen

secuencia 16S rRNA forwards y reverse (figura 30 y 31). Al termino de los ciclos se

colocaron nuevamente los tubos dentro de un rack de PCR manteniendo el orden de cada

muestra (figura 32).

Figura 31 Muestras colocadas en
termociclador

Figura 30 Muestras con folio
previamente amplificadas en un
termociclador

Figura 32 Termociclador con las
condiciones especificas para cada una
de las bacterias
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9.1.6. Protocolos para electroforesis

9.1.6.1. Materiales y Equipos

. Gel agarosa ultrapura - invitrogen™

. TAE al 10x - invitrogen™

. Probeta de 50ml y 100 ml

. Gel estain - invitrogen™

. Marcador de peso molecular

. Matraz de 100 ml

. Peine de 50 dientes - Thermo Scientific™

. Céamara de Electroforesis para gel de agarosa
. Balanza analitica - OHRUS™

. Fotodocumentacién de geles - Vilber™

9.1.6. 2. Método

Se pesaron 2.5 g del gel sacarosa con ayuda de la balanza analitica, después se
adicionaron 150 ml de TAE al 10x mezclando continuamente para homogenizar la mezcla,
posteriormente fue calentado durante 30 min realizando movimientos uniformes para
homogenizar o hasta que las hebras del gel desaparecieran, después se dejoé enfriar a
temperatura ambiente y se le agregaron 15 ul de gel stain vertiendo la mezcla en la
bandeja, colocando 2 peines de 50 dientes para la formacion de los pozos, dejandolo
reposar durante 15 min o hasta que el gel solidifique lo suficiente, después se colocé en la
camara de electroforesis hasta cubrirlo por completo con TAE para corrido, se tomaron 15
pl de las muestra resultante de la PCR para ser colocadas en cada uno de los pozos,
corriendo en un tiempo de entre 35 a 45 min con voltaje de 114 (figura 33 y 34). Al
terminar fue retirado el TAE para corrido y se colocd el gel cuidadosamente en el
fotodocumentador para analizar las muestras que fueran positivas, visualizando las

bandas presentes en el gel.
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Figura 33 Muestras previamente amplificadas colocadas en
gel agarosa

Figura 34 Gel con muestras cargadas y colocado en
camara de electroforesis



10.0 Resultados

Se analizaron un total de 89 muestras de las cuales 58 fueron tejido cardiaco de
tlacuaches silvestres capturados en la zona de Tulancingo, Hgo., provenientes del banco
de muestras del laboratorio BIOGENETICK; las restantes fueron muestras sanguineas
proporcionadas por la URRRS siendo 24 de tlacuaches silvestres del género Didelphis
marsupialis y 7 de cacomixtles silvestres del género Bassariscus astutus. Se determiné la
edad de los ejemplares a partir de su peso, ya que la determinacion por medio de su
dentadura requiere mayor manipulacion y genera un incremento significativo de estrés; se
consider6 como cachorros a aquellos animales con un peso menor de 0.500 kg, juveniles
a los de peso mayor a 0.500 kg, pero menor a 1 kg y como adultos aquellos que pesaban
1 kg o méas. Se obtuvieron 7 muestras de cacomixtles silvestres 2 (28.6%) fueron de
hembras y 5 (71.4%) de machos, de los cuales 2 (28.6%) en etapa adulta, 2 (28.6%)
juvenil y 3 (42.8%) cachorro (tabla 6) durante la evaluacion fisica vario la presencia de
ectoparasitos, la mayoria solo presento pulgas; mientras que de las 24 muestras de
tlacuaches silvestres 11 (45.8%) fueron de hembras y 13 (54.2%) de machos teniendo 11
(45.8%) en etapa juvenil, 8 (33.3%) adultos y 5 (20.8%) cachorros (tabla 7) durante la

evaluacion fisica se encontraron en algunos ejemplares ectoparasitos como pulgas.

Tabla 7 Base de datos de cacomixtle (CC) provenientes de URRRS

Numero de identificacion Sexo Edad
(Bass(;?ics?:rﬂz(t;?[utus) Peso Macho Hembra Adulto Juvenil Cachorro

cc-1 0.690 kg X X

cc-2 0.465 kg X X
cc-3 0.375 kg X X
cc-4 1.200 kg X X
cc-5 1.735 kg X X

CC-6 1.565 kg X X

cc-7 1.645 kg X X

Total de animales 5 2 2 2 3
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Tabla 8 Base de datos de tlacuaches (TC) provenientes de URRRS

Numero de identificacion Sexo Edad
(Didelgrg?gunig?sjpialis) Pesos Macho Hembra Adulto Juvenil =~ Cachorro
TC-1/1.2 0.550¢g X X
TC-2 0.411¢ X X
TC-3 0.385¢g X X
TC-4 1.220 kg X X
TC-5 1.200 kg X X
TC-6 0.645¢g X X
TCH-7 0.915¢g X X
TCH-8 0.870 g X X
TCH-9 0.880 g X X
TC-10 0.550¢g X X
TC-11 0.155¢ X X
TC-12 0.215¢ X X
TC-13 0.320 ¢ X X
TC-14 0.240¢ X X
TC-15 0.275¢9 X X
TC- 16 0.645¢ X X
TC- 17 1.760 kg X X
TC- 18 1.690 kg X X
TC-19 1.295 kg X X
TC-20 0.195¢ X X
TCH-21 0.235¢ X X
TC - 22 1.050 kg X X
TC-23 1.100 kg X X
TC-24 5.100 kg X X
Total de animales 13 11 8 11 5
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Cada ejemplar provenia de diversas zonas del estado de Hidalgo (tabla 8), debido a las
funciones de la unidad que en coordinacién con personas encargadas al cuidado y
proteccién de los animales al igual que instituciones como PROFEPA, el heroico cuerpo
de bomberos o proteccion civil realizaban la captura, resguardo y traslado de los

ejemplares a la URRRS (figura 38).

Tabla 9 Namero y lugar de origen de cada uno de los animales

Lugar de procedencia Tlacuaches Cacomixtles

Colonia Los prismas — Pachuca 1 -
Colonia San Antonio — Pachuca 1
Mineral del chico 1

Mixquiahuala 1 -
San Agustin — Tlaxiaca 1
Tulancingo 1

Zempoala - 1

Ajacuba

Congreso de Pachuca

Atotonilco

Epazoyucan

Mineral de la reforma

W W W w w w
1

Pachuca

Estas zonas del estado de Hidalgo representan la interaccién, distribucién y amplitud que
tienen los cacomixtles (Bassariscus astutus) y tlacuaches (Didelphis marsupialis), dando
un panorama de la relacion que tienen con los agentes infecciosos como Rickettsia spp.,

Bartonella spp., Leptospira spp. Borrelia spp y su vector la garrapata.
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Figura 35 Mapa representativo del Estado de Hidalgo
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En el mapa las muestras de cacomixtles (Bassariscus astutus) se identifican con el
simbolo ﬁ, y las muestras de tlacuaches (Didelphis marsupialis) son representadas con
el simbolo a . Las zonas sefialadas con lineas blancas son representativas de los
municipios del estado de Hidalgo, los puntos de color indican el origen de cada ejemplar
recibido en la URRRS; el municipio de Pachuca se encuentra de color rojo debido a que
fue el area que aporto un total de 12 (38.70%) muestras de ambas especies, teniendo
mayor aportacion lugares como el congreso, la colonia los Prismas y la colonia San
Antonio; mientras que en color verde se encuentra el municipio de Mineral de la Reforma
siendo el segundo lugar al aportar un total de 5 (16.12%) muestras también de ambas
especies. Para determinar la presencia de los agentes patdgenos con potencial zoonético
en los animales muestreados, se analiz6 cada una de las muestras mediante la técnica de
PCR en tiempo real y se realiz6 una electroforesis en gel para confirmar su presencia en

las muestras.



En las figuras 36 y 37 muestra los pares de bases (PB), los marcadores de peso
molecular (M) en donde los pozos (P) 1 a 9 son las muestras amplificadas de tejido
cardiaco de tlacuaches, los pozos del 10 al 16 son las muestras sanguineas de
cacomixtles silvestres y los pozos del 41 al 91 son las muestras sanguineas de tlacuaches
silvestres, las muestras positivas (+) se visualizan en las bandas que se generan tras la
migracién de los fragmentos de ADN. Se obtuvieron 8 positivos a Leptospira spp., 11

positivos a Borrelia spp., 12 positivos a Bartonella spp y 20 positivos a Rickettsia spp.

Figura 36 Productos de la electroforesis en gel agarosa para la amplificacion del gen 165 rARNr de
Leptospira spp.

16S rARN

Figura 37 Productos de la electroforesis en gel agarosa para la amplificacion del gen 16S rARN
(pb) de Borrelia burgdorferi
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Los resultados de las 82 muestras de tlacuaches fueron 12 positivas a Bartonella spp., 11
a Borrelia spp. identificando la especie B. burgdorferi., 8 positivas a Leptospira spp. y 17
positivas a Rickettsia spp. destacando aquellas muestras que provenian de tejido
cardiaco fueron positivas en un 13.5%; a Borrelia burgdorferi, en un 12.4% a Bartonella
spp., solo el 9% a Leptospira spp. y el 22.5% a Rickettsia spp.; respecto a las 7 muestras
de cacomixtle solo 3 fueron positivas a Rickettsia spp. representando el 3.4% y el 19.1%

de las muestras positivas pertenecian a tlacuaches (figura 38).

Figura 38 Grafica de la presencia de bacterias de los géneros Borrelia spp., Leptospira spp., Rickettsia spp.
y Bartonella spp. identificadas en las muestras de tlacuache (Didelphis marsupialis) y cacomixtle (Bassariscus
astutus) analizadas

Porcentajes de muestras positivas

D Leptospira spp B Borrelia spp @ Bartonella spp Rickettsia spp

Estos resultados son los primeros registros positivos para Rickettsia spp. encontrados en
ejemplares de cacomixtles (Bassariscus astutus) silvestres; también es el primer estudio
relacionado con estos ejemplares en el estado de Hidalgo, estos valores pueden ser una
base para generar investigaciones futuras en la que se tenga que considerar a estos
animales como parte de la interaccion de las enfermedades zoondticas, asi como su

papel dentro de la red entre vectores y hospederos.
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11.0 Discusién

Las especies silvestres en su mayoria son consideradas la fuente inicial de enfermedades
zoonodticas debido a la participacion que tienen en la transmisién de los agentes, con el
tiempo se ha comprobado la participacion de ejemplares poco comunes en la transmision,
mediante esta perspectiva los animales sinantrépicos son el mayor aporte en la
interaccion de reservorios como es el caso de los tlacuaches o cacomixtles que por sus
hébitos y la gran capacidad de adaptacion pueden ser participe en el transmision de
patégenos, generando asi enfermedades en humanos, animales domeésticos y silvestre, al

actuar como huéspedes definitivos o reservorios de protozoos, helmintos y artrépodos.

Si bien la presencia de animales sinantropicos como los tlacuaches y cacomixtles
incrementan las posibilidades de una infeccién zoonética, las condiciones urbanas son de
importancia para la transmisiéon e infeccion de animales, en general los animales
sinantrépicos se suele asociar a zonas urbanas con malas condiciones de higiene como
es la presencia de basura, animales domésticos sin hogar, presencia de plagas asi como
sistemas de drenaje mal disefiados son puntos que se suelen considerarse para que
exista la presencia de patdgenos, sin embrago también las zonas donde los pisos son en
su mayoria de tierra o concreto y en el que los sistemas de desaglile se encuentran en

correctas condiciones pueden se puntos que contengan animales infectados.

En este estudio se obtuvimos 89 muestras sanguineas y de tejido cardiaco de 2 especies
silvestres (Bassariscus astutus y Didelphis marsupialis) provenientes de distintos
municipios del estado de Hidalgo, destacando lugares como Pachuca y Mineral de la
Reforma. De acuerdo a la investigacién de Imbert, 2018 no es la primera vez que estos
lugares se relacionan con la presencia de tlacuaches (Didelphis marsupialis) o algin
agente infeccioso, esto se debe a que son zonas que realizan actividades como el
consumo de estos animales, utilizarlos con fines curativos o0 como mascotas; Sus
resultados demostraron la relacién que existe entre los tlacuaches como reservorio del
parasito Trypanosoma cruzi que es favorecida por la relacién sinantrépica que tienen
estos animales con las comunidades, incrementando la probabilidad de contraer alguna
enfermedad zoonética. Por otro lado, no hay registros previos que relacionen a los
cacomixtles (Bassariscus astutus) con agentes infecciosos en el estado de Hidalgo,
posiblemente por la falta de informacion que se tiene de la especie, lo que genera que no
se conozca su importancia dentro de los ecosistemas y el papel que puede estar

ocupando en la transmision de enfermedades zoondticas.
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Durante el proceso de recoleccién de muestras cada ejemplar fue examinado con el
objetivo de encontrar la presencia de ectoparasitos, la mayoria solo presentaron
Unicamente pulgas, pero de acuerdo al estudio de Bezerra et al, 2021 establecen la
relaciébn entre garrapatas y tlacuaches con particularidad aquellas pertenecientes al
género Ixodes las cuales tienen mayor afinidad a estos animales, sus resultados
demostraron que los tlacuaches de la especie Didelphis aurita pese al contacto que
tienen con garrapatas del género Amblyomma sculptum tienen entre 5 — 18% de
posibilidad de infectarse por Bartonella burgdorferi con una seroprevalencia del 27.5% o
por Ehrlichia chaffeensis que tiene una seroprevalencia del 15.8%; mientras que la
especie Didelphis virginiana fue relacionada mayormente con Haemaphysalis longicornis
garrapata asociada a la transmision de Anaplasma spp., Rickettsia spp., Babesia spp.,
Theileria spp., Borrelia spp. El estudio de Guzman et al, 2023 revelo al Bassariscus
astutus como hospedero de garrapatas de la especie Ixodes damfi miembro del
subgénero Pholeoixodes la cual fue descrita por primera vez en México a partir de tuzas;
su estudio se posiciona como uno de los pocos que considera y relaciona a los
cacomixtles con sus posibles vectores y enfermedades, resaltando la escasez de
investigaciones que permitan conocer sobre su rol en la transmisién de enfermedades

zoonoticas.

Cada una de las muestras se analizé mediante la prueba de PCR en tiempo real lo que
permitio la amplificacion del ADN de los patdgenos (Leptospira spp., Bartonella spp.,
Borrelia spp. y Rickettsia spp.). Esta metodologia se realizé con diferentes condiciones
que se adaptaban para las bacterias, lo que resulto en un total de 51 (57%) muestras
positivas; de las muestras de tlacuaches (Didelphis marsupialis) el 8.98% fueron positivas
para Leptospira spp. siendo equivalente a los resultados obtenidos por Vado et al. 2002
que presentaron una seroprevalencia del 4% en 80 muestras de suero, asi como Ruiz et
al., 2002 que tuvieron el 4.9% de positivos en 81 muestras de sueros; ambos estudios
identificaron la presencia de Leptospira serovares pomona y wolfii al analizar mediante la
técnica MAT; posiblemente el estudio de Jorge et al. 2012 obtuvieron el 36.4% positivos
en 33 muestras de orina al haber utilizado también la técnica de PCR, implementando
condiciones similares a las de este estudio con variacién entre 1° - 2°C en los ciclos para

la amplificacion de los genes.
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También se obtuvieron resultados favorables de las muestras de tlacuaches (Didelphis
marsupialis) con un 12.4% de positivos para Bartonella spp. siendo este el primer registro
gue se tiene de este agente patdgeno relacionado con alguna de las especies de
tlacuaches en México; Externamente se tienen estudios como el de Rojas y Del Valle
2023 en Brasil que obtuvo 33.3% de positivos para Bartonella spp. a partir de muestras de
higado, bazo y rifion de 3 tlacuaches (Didelphis marsupialis), sus resultados permitieron
identificar mediante PCR la presencia de Bartonella vinsonii en una de las muestras de
bazo. Asimismo, el estudio realizado en el noreste de Brasil por Braga et al. 2023 permitié
confirmar la presencia de algunos agentes patdgenos, ya que analizaron 45 muestras
sanguineas de tlacuaches (Didelphis marsupialis) mediante PCR, resultando en un
17.77% positivos para Ehrlichia spp. y un 4.44% positivos para Bartonella spp.

demostrando su circulacién en marsupiales silvestres.

A su vez en este estudio se obtuvo el 13.5% de muestras positivas para Borrelia spp.
identificando la especie Borrelia burgdorferi presente Unicamente en las muestras de
tlacuaches (Didelphis marsupialis); son pocos los estudios realizados en México que
toman a especies de Didelphis como reservorios, de acuerdo con lo descrito por Faccini et
al., 2022 quienes realizaron un estudio de la distribucién de Borrelia spp. en América
latina, mencionando que en México solo se han reportado casos de humanos infectados
por garrapatas blandas de especies como Ornithodoros talaje y O. turicata las cuales
suelen encontrarse en zonas rurales donde existe la presencia de animales domésticos
infectados, teniendo una amplia distribuciéon en los estados de la republica; asi mismo
menciona que en zonas de Panama se descubri6 que las zariglieyas (Didelphis
marsupialis) y algunas especies de armadillos se encuentran infectados de manera
natural, teniendo una tasa de infeccion del 12% y 6.2% respectivamente, considerando
ambas especies como huéspedes que participan en la trasmisién de Borrelia spp.; de
manera externa se encuentran estudios como el de Tomé et al. 2016 realizado en Sao
Paulo Brasil lograron obtener el 27.52% de positivos de 109 muestras de suero de 2
especies distintas de tlacuaches Didelphis albiventris y D. aurita, mediante la técnica de
IFA identificando a Borrelia burgdorferi y teniendo un 29.35% de positivos para Rickettsia
spp. El estudio de Lopez et al., 2023 realizado en Colombia utilizo 53 muestras de suero
de tlacuaches (Didelphis marsupialis) que fueron analizadas mediante PCR, sus

resultados fueron de 18.8% positivos a Borrelia spp. identificando la presencia de Borrelia
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puertoricensis destacando la importancia epidemiolégica que puede tener estos animales

como reservorios de enfermedades zoondticas.

Por dltimo, en este estudio se obtuvo un 22.5% de muestras de tlacuache (Didelphis
marsupialis) positivas a Rickettsia spp.; siendo semejantes a lo obtenido en el estudio de
Peniche et al., 2016 realizado en zonas de Yucatén, obteniendo un total de 87 muestras
sanguineas de 2 especies de tlacuaches (Didelphis virginiana y D. marsupialis) siendo
analizadas utilizando PCR, sus resultados fueron de un 32.1% de positivos para Rickettsia
spp. logrando identificar a Rickettsia felis mediante los genes gltA y 17 kDa.; el estudio
Rojero et al, 2017 analizaron 102 muestras sanguineas de tlacuaches (Didelphis spp.)
junto con 44 muestras de perros en libertad mediante PCR, sus resultados fueron del 3%
de positivos para Anaplasma phagocytophilum siendo el Gnico positivo de los tlacuaches,
esto demuestra que si bien la tasa de infeccion incrementa con la presencia de animales
silvestres, los resultados serdn mayormente afectados por las especies que se
encuentran directamente involucradas en la ecologia de los patégenos en el caso de la
investigacion eran los perros quienes obtuvieron un 27% de positivos para A.
phagocytophilum y un 7% para Ehrlichia canis. Otro estudio, pero realizado en Mérida
Yucatan por Dzul et al. 2021 quienes analizaron 29 muestras de sangre de tlacuaches
(Didelphis virginiana) mediante PCR, los resultados fueron de un 50% de positivos a
Rickettsia spp. que demostré que estos animales son parte importante para que exista
una interaccion entre los vectores, los animales domésticos y los patdégenos por su
actividad sinantrépica, ejemplo de ello es también el estudio de Ballados et al., 2023 en el
que identificaron a la garrapata blanda Ornithodoros puertoricensis como vector de
Rickettsia felis, siendo presente en un ejemplar de tlacuache de la especie Didelphis
virginiana siendo el primer caso registrado en una zona distinta a su distribucion habitual y
permitiendo conocer un poco sobre el papel que tienen estos animales; también el estudio
de Santoyo et al., 2021 realizado en el Pedregal de San Angel, Ciudad de México, obtuvo
resultados favorables al analizar pulgas presentes en 31 tlacuaches (Didelphis virginiana),
mediante PCR vy utilizando el gen gltA junto con el gen OmpB se tuvo el 17.7% de
positivos para ADN de Rickettsia spp. detectando la presencia de Rickettsia typhi siendo

un registro poco comun en pulgas presentes en estos animales.
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A su vez de los resultados de Rickettsia spp. el 3.4% pertenecen a las 7 muestras de
cacomixtles (Bassariscus astutus), siendo el primer registro en México que confirma la
presencia de esta bacteria en estos animales y esto es apoyado en cierto modo por el
trabajo realizado en el estado de Veracruz y Nuevo Ledn por Montiel et al. 2007 que
identifico a larvas y ninfas de las especies Ixodes cookei en un ejemplar de cacomixtle
(Bassariscus astutus) registrandolo como un nuevo huésped para esta especie de
garrapata. A pesar de que en este estudio se tuvo una baja prevalencia de infeccién en
los cacomixtles (Bassariscus astutus) los resultados son de interés para la salud publica
por la capacidad zoondtica de este patdégeno y refuerza la importancia de realizar nuevas
investigaciones que permitan involucrar a esta especie para conocer sobre su papel que

juegan como nuevos reservorios de Rickettsia spp.
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12.0 Conclusion

La fragmentacion de los ecosistemas que genera el aumento en la poblacién ocasiona
que nuevas especies sirvan como reservorios de agentes patégenos, tal fue el caso de los
cacomixtles de los cuales existen muy pocos registros. En este estudio se encontrd el
primer caso de cacomixtle infectado con rickettsia en México. Ademas, se demostré que
los tlacuaches estdn actuando como reservorio para las 4 bacterias analizadas en este
estudio, mientras que los cacomixtles deben ser considerados como nuevos reservorios
para las especies de Rickettsia spp. Con respecto a esto ultimo, este estudio constituye el
primer registro que se tiene de su interaccion; sin embargo, se requieren mayores
estudios para conocer mejor el papel que tienen ambas especies en la transmision y

propagacion de estos patdgenos.
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