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Introduccion. Rickettsia typhi es la bacteria causante del tifus marido o endémico, el cual es
transmitido al ser humano principalmente por medio de las heces infectadas de pulgas y en cuyo
ciclo de infeccion se encuentran involucrados distintos animales sinantropicos y domésticos. En la
comunidad rural de Bolmay, Yucatan, México, se reportaron casos de tifus mirido en seres humanos
durante el periodo 2007-2010.

Objetivo. Identificar la presencia de R. typhi y estimar la frecuencia de infeccion en perros de
Bolmay, México.

Materiales y métodos. Se tomaron muestras de sangre completa de 128 perros, se les extrajo el
ADN total y se analizaron mediante reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) para amplificar los
fragmentos del gen de 17 kDa y omp B, y confirmar la presencia de Rickettsia spp. Los productos de
las reacciones se enviaron a secuenciacion y se les hizo un analisis de alineamiento con Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST).

Resultados. Se encontré una frecuencia de infeccién de 5,5 % (7/128). El alineamiento demostré
99 % de homologacion para el gen de 17 kDa y 100 % para el gen omp B en R. typhi.

Conclusion. Se detect6 la presencia de R. typhi pero una baja frecuencia de infeccién en perros
de la comunidad de estudio; sin embargo, la especie podria representar un riesgo de transmision
para los seres humanos.
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Molecular evidence of Rickettsia typhi infection in dogs from a rural community in Yucatan, México

Introduction: Rickettsia typhi causes murine or endemic typhus, which is transmitted to humans primarily
through flea bites contaminated with feces. Synanthropic and domestic animals also contribute to the
infection cycle of R. typhi. Cases of murine typhus in humans were reported in the rural community of
Bolmay, Yucatan, México, between 2007 and 2010.

Objective: To identify the presence of R. typhi and estimate the frequency of infection in dogs from
Bolmay, México, a locality with previous reports of murine typhus in humans.

Materials and methods: Whole blood samples were taken from 128 dogs. Total DNA was extracted
for use in the polymerase chain reaction (PCR) to amplify fragments of the 17 kDa and omp B genes
and confirms the presence of Rickettsia spp. The reaction products were sequenced, and alignment
analysis was performed using the BLAST tool.
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Results: The frequency of R. typhi infection in dogs was 5.5 % (7/128). The alignment identified 99%
and 100% homology to the R. typhi 17 kDa and omp B genes, respectively.

Conclusion: We confirmed the presence of R. typhi in dogs in the studied community but at a low
frequency. However, there is potential risk of transmission to humans.
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Las rickettsiosis son ocasionadas por bac-
terias intracelulares estrictas Gram negativas,
pertenecientes al género Rickettsia, familia
Rickettsiaceae, orden Rickettsiales (1), que se
consideran un problema emergente de salud
publica, principalmente en paises de América
Latina (2). El género se divide en dos grupos
segln el espectro de manifestaciones clinicas que
ocasionan: a) fiebre manchada y b) tifus, los cuales
son transmitidos por artrépodos vectores como
las garrapatas, las pulgas y los piojos a diversos
vertebrados domésticos y silvestres, incluido el
ser humano (3-5).

En el grupo que ocasiona el tifus se encuentra la
especie Rickettsia typhi, causante del tifus marido
0 endémico, en cuyo ciclo clasico de infeccién
participan huéspedes mamiferos (roedores y seres
humanos) y vectores (pulgas). La infeccion se
transmite al ser humano principalmente por medio
de las heces de pulgas infectadas (3,4). También
se conoce un ciclo en el que pueden intervenir
otros animales domésticos y silvestres, como
gatos, zariglieyas y perros, considerados como
huéspedes o reservorios, aunque poco eficientes,
ya que el periodo de circulacién de las rickettsias
en la sangre después de la infeccién es breve (6).

La circulacion de R. typhi en perros se ha reportado
en varios paises; sin embargo, la informacién
basada en pruebas diagndsticas directas es
escasa (7). La convivencia con perros y animales
de compafiia se ha asociado a la presentacién de
casos de rickettsiosis y de tifus murido en seres
humanos (7,8), pues actian como vehiculos de los
vectores infectados (9), por lo que su papel en el
ciclo infeccioso de estas enfermedades puede ser
determinante (10).

En Yucatan, México, se han documentado casos
de tifus madrido en seres humanos (11-13) v,
aunque se ha encontrado R. typhi en muestras
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de sangre de Rattus rattus en la region (14), ain
no se han determinado otros posibles reservorios
u huéspedes involucrados en el ciclo natural de
la infeccion.

El objetivo del presente estudio fue determinar
y estimar la frecuencia de infeccion de R. typhi
mediante métodos moleculares en perros de una
comunidad rural de Yucatan, México, con ante-
cedentes de tifus murido en la poblacion humana.

Materiales y métodos
Area de estudio

El estudio se llevo a cabo en la comunidad rural de
Bolmay, Yucatan, México (20°32'56” N, 87°56'04”
O) (figura 1), que tiene una poblacién de 312
habitantes distribuidos en 60 viviendas construidas
en su mayoria con materiales desechables o
perecederos. El clima de la regién es calido
subhimedo (Aw 0), con lluvias en verano, una
temperatura media anual de 32 °C y vegetacion
de tipo selva baja caducifolia (15).

Recoleccién de muestras

La muestra incluyé a todos los perros de la
comunidad; se extrajeron 3 a 5 ml de sangre
completa de cada perro por puncion de la vena
cefélica (previa asepsia del area). Las muestras
se recolectaron en tubos BD estériles (Vacutainer™

Yucatan
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A
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Figura 1. Localizacién de Yucatdn (area sombreada) A.
Ubicacién de Yucatan en el mapa de México. B. Mapa de
Yucatan que muestra el sitio de estudio (punto oscuro)
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Blood Collection Tube, Franklin Lakes, NJ, Estados
Unidos) que contenian acido etilen-diamino-
tetraacético (EDTA), etiquetados con los cédigos
de identificacibn de cada perro. Las muestras
de sangre se refrigeraron a 4 °C hasta su pro-
cesamiento en el Laboratorio de Enfermedades
Emergentes y Reemergentes del Centro de
Investigaciones Regionales “Dr. Hideyo Noguchi”
de la Universidad Auténoma de Yucatan. Ademas,
se registraron los datos de sexo, procedencia,
raza y edad (joven, adulto o de edad avanzada)
de cada perro. Las muestras fueron recolectadas
por médicos veterinarios durante marzo de 2014.

Extraccion del ADN

Las muestras de sangre obtenidas de los perros
se procesaron para la extraccién de ADN con el
kit comercial DNeasy Blood and Tissue QIAGEN
(QIAGEN®, Valencia, CA, Estados Unidos),
siguiendo las especificaciones del fabricante. El
ADN total extraido (100 pl) se cuantific6 en un
espectrofotémetro  (NanoDrop2000®, Thermo
Scientific, Waltham, MA, Estados Unidos), y se
conservo a -20 °C hasta su posterior uso en las
pruebas de diagnostico molecular.

Diagnéstico molecular de Rickettsia spp.

El diagndstico molecular se hizo mediante
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)
anidada, con el objetivo de amplificar el gen de
la proteina de superficie htrA en su segmento
de 17 kDa (antigeno), porcion muy conservada
en microorganismos pertenecientes al género
Rickettsia (16). En la primera reaccion se emplea-
ron los cebadores propuestos por Webb, et al.,
(17): 17kD1 (5"-GCTCTTGCAACTTCTATGTT-3") y
17kD2 (5"-CATTGTTCGTCAGGTTGGCG-3"), los
cuales amplifican un segmento de 434 pb del gen
de 17 kDa. En la segunda reaccién se emplearon
los cebadores descritos por Schriefer, et al. (18):
17kN1 (5’-CATTACTTGGTTCTCAATTCGGT-3)
y 17kN2 (5-TTTTATTAGTGGTTACGTAA-3'), que
amplifican un segmento de 232 pb.

Ambas reacciones se hicieron bajo las siguientes
condiciones de amplificacion: desnaturalizacién
inicial a 95 °C por cinco minutos, seguida de 35
ciclos a 94 °C por 30 segundos, a 58 °C durante
45 segundos, a 72 °C por un minuto, y una
extension final a 72 °C durante siete minutos. Los
reactivos utilizados en las dos reacciones tenian
las siguientes concentraciones: solucién tampoén
PCR 10X, 2,5 mM de MgCl,, 10 mM de mezcla del
dNTP, 10 pM de cada cebador, 1,25 U de Tag ADN

Rickettsia typhi en perros de Yucatan, México

polimerasa recombinante (Thermo Scientific™,
Waltham, MA, Estados Unidos) y 150 ng/ul de ADN,
para un volumen final de 25 pl. En cada reaccion se
utilizaron un control positivo (plasmido de Rickettsia
parkeri) y uno negativo (agua estéril). Los produc-
tos amplificados se analizaron por electroforesis
en geles verticales de poliacrilamida al 8 % tefiidos
con bromuro de etidio y se visualizaron con ayuda
de un fotodocumentador (Bio-Rad®, Hercules, CA,
Estados Unidos).

El diagnostico molecular de Rickettsia spp. se
complementé mediante una PCR estandar (punto
final) que amplific6 un fragmento del gen de la
proteina de membrana externa B (omp B), comun
en microorganismos pertenecientes a este género.
En esta reaccion se emplearon los cebadores
descritos por Peniche-Lara, et al. (19): Rp.330(2)
(5'-ATGGCTTCAAAAACCAAATTTTCTAA-3") vy
Rp.330(2) (5-GCTCTACCTGCTCCATTATCTGT
ACC-3), los cuales amplifican una region de 990
a 1.000 pb. Las condiciones de amplificacién de
la reaccion fueron las siguientes: desnaturaliza-
cién inicial a 95 °C por cinco minutos, seguida
de 35 ciclos a 94 °C por 30 segundos, a 58 °C
por 45 segundos, a 72 °C durante dos minutos, y
una extension final a 72 °C durante 10 minutos.
Los reactivos se utilizaron con las siguientes
concentraciones: solucién tampon PCR 10X, 2,5
mM de MgCl, 10 mM de mezcla del dNTP, 10
UM de cada cebador, 1,25 U de ADN polimerasa
Taq recombinante (Thermo Scientific™, Waltham,
MA, Estados Unidos), con un volumen final de 25 pl.
Los controles positivo y negativo, y la visualizacion
de los productos, fueron iguales a los descritos
para la reaccion anidada.

Secuenciaciéon

Se secuenciaron tres amplicones de cada muestra
positiva en el Instituto de Biotecnologia de la
Universidad Nacional Auténoma de México. Las
secuencias obtenidas se alinearon con secuen-
cias homologas de otras especies de rickettsias
depositadas en el GenBank® mediante el programa
Basic Local Alignment Search Tool (BLAST) en
el National Center for Biotechnology Information
(Estados Unidos) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/
Blast.cgi), usando el algoritmo megablast.

Andlisis estadistico

Las variables de los perros muestreados y los
resultados de la PCR se analizaron con estadistica
descriptiva. Ademas, se us6 una prueba de ji al

cuadrado para establecer la asociacion (ICg,,
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p<0,05) entre las variables independientes (sexo,
procedencia, raza y edad) y los resultados de la
PCR (variable dependiente). Los datos se anali-
zaron con ayuda del programa PASW™ Statistics
18 (SPSS Inc. 233, Chicago, IL, Estados Unidos).

Consideraciones éticas

Se busco causar el minimo estrés en la recolec-
cion de las muestras y el manejo de los animales.
Se conté con el consentimiento y la presencia
de los duefios de cada perro, y las muestras se
recolectaron de acuerdo con los protocolos y
reglamentos vigentes (Norma Oficial Mexicana
NOM-062-Z00-1999, Especificaciones técnicas
para la produccion, el cuidado y el uso de los
animales de laboratorio; Reglamento de la Ley Para
la Proteccién de la Fauna del Estado de Yucatan).

Resultados

Se muestrearon 128 perros domésticos, de los
cuales 28,1 % (36/128) correspondia a hembras
y, 71,8 % (92/128), a machos. EI 100 % (128/128)
de los animales era mestizo (cruce de razas) y
procedia de la misma comunidad. En cuanto a
las edades, 6,2 % (8/128) correspondia a jévenes
(menores a un afo de edad), 79 % (101/128), a
adultos (igual o mayores a un afio de edad y
menores a seis afios de edad), y 14,8 % (19/128),
a perros de edad avanzada (seis aflos de edad
0 mayores).

La PCR anidada para el gen de 17 kDa arrojo seis
extracciones positivas. La PCR estandar (punto
final) para el gen omp B corroboré las extraccio-
nes positivas y, ademas, permitié identificar una
muestra que no se habia determinado con la PCR
anidada del gen de 17 kDa, por lo que la frecuencia
de infeccion global fue de 5,45 % (7/128). En el
cuadro 1 se muestra la frecuencia de perros
positivos para Rickettsia spp. segin edad y sexo.
De los perros positivos, 85,7 % (6/7) correspondia

Cuadro 1. Frecuencia de perros con resultados positivos para
Rickettsia spp. segun sexo y edad en la comunidad rural de
Bolmay, Yucatan, México

Variables Total Positivos  Frecuencia (%)
Sexo
Macho 92 6 6,5
Hembra 36 1 2,7
Edad
Adulto 101 5 4,9
Edad avanzada 19 2 10,5
Joven 8 0 0
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a machos vy, 14,2 % (1/7), a hembras. La frecuen-
cia de infectados por edades fue de 71,4 % (5/7)
en adultos y de 28,5 % (2/7) en perros de edad
avanzada; no se encontré infeccién en ninguno
de los perros menor de un afio.

El andlisis de alineamiento de los amplicones
positivos en el GenBank mostré6 homologias de 100
y 99 % con los fragmentos de los genes omp By de
17 kDa de R. typhi, respectivamente (nimeros de
acceso: KJ648944.1 y JX198507.1). En la prueba
de ji al cuadrado no se encontré asociacién entre
los animales infectados y las variables estudiadas
(p>0,05).

Discusion

Hasta donde sabemos, este es el primer estudio que
reporta la infeccion por R. typhi en perros de México
mediante el uso de herramientas moleculares.
Se ha reportado que los perros actian como
reservorios u huéspedes de numerosas especies
de Rickettsias del grupo de las fiebres manchadas
y del grupo tifus (20-23), incluida R. typhi. La
deteccion mediante métodos serolégicos (24-29)
y moleculares (7) de la infeccién por R. typhi en
perros, y su potencial riesgo para el mantenimiento
y la transmision del tifus marido, se han reportado
en diversos estudios. Los perros se infectan con
R. typhi por su convivencia con los gatos y sus
pulgas (Ctenocephalides felis), descritas como el
vector de R. typhi, las cuales también infestan a
los perros (7).

Las frecuencias reportadas en los estudios sero-
I6gicos flucttan entre 0,4 % (25) y 26,9 % (26),
y aunque en principio las técnicas utilizadas en
dichos estudios no son compatibles con las de
este, en los primeros se reportaron porcentajes de
infeccién superiores e inferiores en comparacion
con la frecuencia de infeccion reportada en esta
investigacion (5,5 %). Por otra parte, en el estu-
dio de Nogueras, et al. (7), llevado a cabo en
Espafia utilizando PCR, la frecuencia de infeccion
global reportada (4,5 %) fue ligeramente inferior
a la encontrada en el presente estudio. Estas
diferencias pueden explicarse, entre otros factores,
por las variantes climatolégicas que prevalecen
en las regiones, asi como por la resistencia
a la infeccion del huésped y las preferencias
alimenticias del vector (7,30). Asimismo, se ha
reportado que el tiempo de circulacién de R. typhi
en el torrente circulatorio de los perros es breve
(7), lo cual también puede influir en los porcentajes
de infeccidn reportados en estudios que utilizan
pruebas diagnésticas directas como el presente.
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Rickettsia typhi se encuentra circulando de manera
natural en la comunidad de estudio, lo cual impli-
caria un riesgo potencial de transmision del tifus
murido a los seres humanos en forma de brote.
El papel del perro como reservorio u huésped
de R. typhi en la comunidad estudiada, se ve
corroborado por los casos seropositivos de tifus
murido detectados previamente en esta comunidad
(Secretaria de Salud, datos sin publicar).

Ademas de proporcionar evidencia molecular de la
presencia de R. tyhi en perros de la comunidad, los
resultados del estudio resaltan la importancia de
usar estos animales como centinelas en la detec-
cion del tifus murido y otras rickettsias (31,32).
Asimismo, se confirmé que los perros pueden
actuar como enlace entre el ciclo doméstico
y el peridoméstico (33), debido a que en las
comunidades rurales de Yucatdn estos animales
se mueven libremente en ambos ambientes vy,
en numerosas ocasiones, sirven de vehiculo de
ectoparasitos vectores de especies de Rickettsia
(31) que se infectan cuando se presenta la
bacteriemia en los perros huéspedes (7).

En el presente estudio no se encontrd asociacion
entre la edad, el sexo, la raza, y la procedencia de
los perros muestreados, y el resultado de la prueba
molecular. Esto pudo deberse a la baja frecuencia
de infeccion encontrada, a pesar de que en los
perros adultos esta fue mayor que en los perros
de edad avanzada (71,42 % Vs. 28,5 %), lo que
probablemente sea consecuencia de un mayor
contacto con ectoparasitos infectados (31,34).

Este estudio demostrd que los perros participan en
el ciclo de infeccion de R. typhi en la region. No
obstante, en futuras investigaciones se recomienda
incluir las especies de artropodos vectores, asi
como el estudio del potencial patégeno de R. typhi
en reservorios y huéspedes.
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