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IDENTIFICACION MOLECULAR DE Rickettsia felis EN Ctenocephalides felis

CQOLECTADAS EN PERROS DOMICILIADOS DEL ESTADO DE TABASCO.

RESUMEN.

Rickettsia felis es‘Upabacteria intracelular clasificada dentro del orden Rickettsiales
y la pulga de gato E&tenocephalides felis es considerada el principal vector y
reservorio. La bacteria R. felis es capaz de infectar a gatos, perros y humanos. El
objetivo del presente estudioAfue identificar molecularmente R. felis en pulgas C.
felis colectadas en perros domésticos del estado de Tabasco. El estudio se llevé a
cabo de enero 2023 a enero 2024 _en la Subregion Centro del estado de Tabasco.
Los perros fueron muestreados en, sus casas y se revisO la piel en busca de
ectoparasitos; los cuales se colectaron mediante pinzas entomoldgicas y se
colocaron en tubos de plasticos,-identificados y transportados al laboratorio para
realizar su identificacion taxondmica: Posteriormente las pulgas fueron sometidas a
extraccion de ADN mediante la“técnica de” Salting-out. EI ADN extraido fue
empleado para la identificacién de R. felis empleando los cebadores CS-78F y CS-
323R para amplificar un producto de 401(pares debases de una region del gen del
citrato sintasa (gltA). Se muestrearon un total de 223 _peérros pertenecientes a 184
casas distribuidas en la subregion Centro en el estado.de Tabasco. C. felis se
encontré infestando a 63 de los perros muestreados (28.25%). El numero de C. felis
colectadas en total fue de 168 especimenes (54 machos y 114 hembras). Ninguna
de las muestras evaluadas amplifico el producto esperado. Por o que no existe
evidencia molecular de la presencia de R. felis en pulgas C. felis.colectadas en
perros de la Subregion Centro del estado de Tabasco.

PALABRAS CLAVES.

Pulga, ectoparasito, Rickettsiaceae, vector, artropodo.



ABSTRACT.

Rickettsia felis is an intracellular bacterium classified within the order Rickettsiales,
with the cat.flea, Ctenocephalides felis, considered the main vector and reservoir.
The R. felis bacterium is capable of infecting cats, dogs, and humans. The objective
of the present study was to molecularly identify R. felis in Ctenocephalides felis fleas
collected from domestic dogs in the state of Tabasco. The study was conducted from
January 2023 to Januany 2024 in the Centro Subregion of Tabasco. Dogs were
sampled at home, and their skin was examined for ectoparasites, which were
collected using entomological” tweezers, placed in plastic tubes, identified, and
transported to the laboratory for taxonomic identification. The fleas were then
subjected to DNA extraction usingthe Salting-out technique. The extracted DNA was
used for the identification of R. felis'with primers CS-78F and CS-323R to amplify a
401-base pair product from a regiontof the citrate synthase gene (gltA). A total of
223 dogs from 184 households/distributed across the Centro subregion of Tabasco
were sampled. C. felis was foundinfesting'63 of the sampled dogs (28.25%). A total
of 168 C. felis specimens were collected,(54 males and 114 females). None of the
evaluated samples amplified the expected produet. I herefore, there is no molecular
evidence of the presence of R. felis in C. felis fleas collected from dogs in the Central
Subregion of Tabasco.

KEYWORDS.

Flea, ectoparasite, Rickettsiaceae, vector, arthropod.
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1. Introduccion.

Rickettsia felis es una bacteria intracelular clasificada dentro del orden
Rickettsiales- que actualmente incluye las familias Rickettsiaceae vy
Anaplasmataceae, la mayoria de los miembros asociados con huéspedes
artrépodos y la familia Holosporaceae, simbiontes de protistas, en este caso la pulga
de gato Ctenocephalides felis es considerada el principal vector y reservorio. La
bacteria R. felis es capaz de infectar a gatos, perros y humanos (Faccini-Martinez
et al., 2013).

La distribuciéon de R: felis es cosmopolita se han reportado artropodos
positivos para R. felis en Afganistan, Albania, Argelia, Argentina, Australia, Canada,
Chile, Colombia, Croacia, Chipre, Republica Checa, Republica Democratica del
Congo, Etiopia, Gabodn, India, Indonesia, Israel, Italia, Costa de Marfil, Japdn,
Libano, Malasia, Marruecos, Panama, Peru, Portugal, Rumania, el Reino Unido y
Uruguay. Junto con los artropodes.infectados; se han reportado casos humanos de
R. felis. en Australia, Brasil, China;_Francia, Alemania, Kenia, Laos, México, Nueva
Zelanda, Corea del Sur, Espafia, Taiwan,.Tailandia, Tunez y Estados Unidos. Casos
humanos sin deteccidn de artrépodos infectados Se han informado en Egipto, Nepal
y Suecia (Legendre & Macaluso, 2017).

R. felis suele ser transmitida por artropodos, de loS.cuales sus vectores son
piojos, pulgas, garrapatas y entre otras especies de acaros, se.considera zoonosis
remergente ya que en la actualidad resurgieron o han sido reportades recientemente
en humanos (Abarca & Oteo, 2014).

En general, las pulgas son ectoparasitos que infestan con mayorfrecuencia
a los animales domésticos. Son insectos achatados lateralmente, con un'tamario de
3.5 mm como maximo, que suelen alimentan de la sangre de los animales’ en, los
que se encuentran como huéspedes. Existen alrededor de 2,400 especies de pulgas
registradas en el mundo. Sin embargo, solo seis especies se considera que infestan
a animales domeésticos, en especial la pulga del gato: C. felis, normalmente infesta
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a gatos, pero también llega a infestar a perros y al hombre ocasionando una
zoonesis. En el caso del perro puede ser de mayor relevancia la pulga del gato
(Ctenocephalides felis) y la propia pulga del perro (Ctenocephalides canis) como
principalesivectores (Slapeta et al., 2018).

Los canipos infectados por R. felis presentan fiebre, letargia, vomito,
depresion, anorexia, petequias, equimosis, epistaxis, conjuntivitis, diarrea, pérdida
de peso y deshidratacion. Se puede observar, segun la enfermedad va
evolucionando, lesiones . oculares, desordenes sanguineos (anemia,
trombocitopenia y ligera leucopenia), dolor en las articulaciones y anormalidades
neurologicas (paraparesis ogtetraparesis, ataxia sindrome vestibular) (Minahan et
al., 2023).

1.1 Justificacion.

La infeccion causada por-R. felis en perros domiciliados suele ocasionar
diversos dafios a los sistemas que deterioran su salud poniendo en riesgo su calidad
de vida. Los perros domésticos suelen ser ung de los principales hospedadores de
artrépodos y entre ellos se encuentra’la pulga”C. felis, por lo que los caninos
funcionan como un vector mecanico para’ transportar a los diferentes tipos de
artrépodos asi, este vector puede infestar personas”y, transmitir esta bacteria
zoonotica R. felis. De esta forma es como el ser humanaopuede llegar a infectarse
poniendo en riesgo su vida, debido a que no se tiene un extenso conocimiento de
esta zoonosis y a la falta de pruebas diagnosticas clinicamente”disponibles para
llegar rapidamente y con eficacia a un diagnostico definitivo, lo.cual contribuye a

disminuir el tiempo en administrar el tratamiento adecuado.
1.2 Planteamiento del problema.

La bacteria intracelular R. felis afecta la salud de los perros domésticesy de
los seres humanos ocasionando una zoonosis con gran impacto para la poblacidon
del estado de Tabasco; aunque se desconocen muchos datos a nivel Estatal,
principalmente saber que esta latente en Tabasco y como puede ser ignorada en
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nuestros diagndsticos y los factores asociados por el cuales C. felis puede llegar a

infestar perros; ya que su principal hospedador es el gato.
1.3 Objetivo general.

Identifiear molecularmente Rickettsia felis en pulgas Ctenocephalides felis

colectadas en perros‘domésticos del estado de Tabasco.
1.4 Objetivos especificos.

e |dentificar molecularmente la presencia de Rickettsia felis en pulgas
Ctenocephalides feliscolectadas en perros de Tabasco, México.

e Cuantificar el numero de perros positivos a Rickettsia felis.

¢ Identificar el nivel de infeccionde Rickettsia felis en los perros muestreados

del estado de Tabasco.
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2. Marco teorico.

2.1 Género Rickettsia.

El género Rickettsia agrupa a un conjunto de especies bacterianas del
Phylum Proteobacteria, subclase alfa 1 (o-1) del orden Rickettsiales. En la
actualidad se “.conocen cerca de 25 especies del género, clasificadas
tradicionalmente en 2 grupos principales: Grupo de las fiebres manchadas (GFM) y
Grupo Tifus (GT), aungue, en actuales estudios filogenéticos del género se han
definido y aceptado des’ nuevos grupos: Grupo Transicional (GTR) y Grupo
Ancestral (GA) (Oteo et al.[-2014; Gillespie et al., 2008).

2.1.1 Caracteristicas microbiolégicas.

Las rickettsias se caracterizan.por ser pequefios cocobacilos inmadviles con
un diametro de 0.30.6 um per 0.2-2 ym_de, longitud. Todas las especies de este
género son bacterias Gramnegativas intracelulares obligadas, pleomorficas, las
cuales viven en el citoplasma, aungue en algunos casos también pueden alojarse
en el nucleo de las células infectadas’Con proteinas de superficie que favorecen la
evasion de la fagocitosis (Walker, 2007; Portillo et al., 2017). Se dividen por fisién
binaria de manera lenta (8-10 horas aproximadamente). Poseen una capsula rica
en polisacaridos, una pared celular con aspecto ultraéstructural, compuesta de
peptidoglucano y por una capa de lipopolisacaridos. También tienen una capa
proteica llamada S-layer, compuesta de proteinas antigénicas inmunodominantes
de superficie, o por sus siglas en inglés, SPA (Surface Protein“Antigens) la cual
representa del 10 al 15% del total de la estructura proteica de las rickettsias. Esta
capa posee dos principales proteinas antigénicas, rOmpA y rOmpB, estas proteinas
de superficie son importantes para la inmunidad humoral y la serotipificacion, por
ello, son los determinantes principales antigénicos involucrados en la respuesta

inmune en pacientes con rickettsiosis (Oteo et al., 2014; Helminiak et al., 2022).

Las proteinas antigenas rOmpA y rOmpB tienen un peso molecular entre
170-190 kDa y 135 kDa con un tamafo de 2,000 y 1,600 aminoacidos,
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respectivamente. La proteina rOmpA se encuentra exclusivamente en las rickettsias
del GFM y la proteina rOmpB se encuentra tanto en las rickettsias del GFM como
en las del GT (Portillo et al., 2017; Helminiak et al., 2022).

2.2 Rickettsia felis.

La bacteria intracelular obligada, Rickettsia felis, es un patdégeno transmitido
por vectores y el agente causante de la fiebre maculosa transmitida por pulgas.
Aunque también se haasociado con otros artropodos como, mosquitos, acaros y
garrapatas (Danchenko“ef al., 2022). Al igual que otras rickettsiosis (p. €j., tifus
murino, rickettsiosis y fiebréesmaculosa mediterranea), los sintomas tipicos en
personas infectadas incluyen’ fiebre, dolor de cabeza, erupcion maculopapular,
fatiga, mialgia, artralgia, elevacion/de las enzimas hepaticas y escara en el lugar de
la picadura. La enfermedad se censidera clinicamente leve, pero en pacientes
mayores y en personas con diagndstico tardio, puede causar una enfermedad grave
con signos gastrointestinales” .y neurologicos incluidos algunos casos de
meningoencefalitis que pueden ser'mortales_(Helminiak et al., 2022; Minahan et al.,
2023).

El conocimiento sobre R. felis sigue siendo relativamente limitado,
particularmente en relacidn con su epidemiologia.sLa infeccion se transfiere
transestadialmente entre las etapas del ciclo de vida de_las pulgas y se mantiene
dentro de las poblaciones de pulgas mediante transmision transovarica, aunque
puede ser necesaria la amplificacion horizontal dentro de un huésped infectado para
el mantenimiento a largo plazo en poblaciones de pulgas ‘que se alimentan
conjuntamente (Abdullah et al., 2020; Danchenko et al., 2022).
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Figura 1.- Ciclo evolutivo de Rickeltsia felis (Brown & Macaluso, 2016).

En la Figura 1 se muestra €l ciclo ‘evolutivo de R. felis, en donde pueden
observarse las rutas de transmision_propuestas)y descritas necesarias para la
persistencia y el mantenimiento de las\infecciones por R. felis en el ambiente. (A)
La transmisién vertical no transovarica, es“decir, la adquisicion de larvas por heces
de pulgas adultas infectadas de R. felis. (B) Bioensayos<de adquisicion de pulgas
adultas infectados con R. felis. (C) La transmision intraespécifica de R. felis entre
pulgas de gato que se alimentan conjuntamente se demostrd.tanto en un sistema
artificial como en un huésped vertebrado. (D) Se observo transmision interespecifica
de R. felis entre pulgas de gato y pulgas de rata que se alimentan conjuntamente
en un huésped vertebrado. (E) La transmisidn sostenida de R. felis mediante la
alimentacion conjunta se demostré mediante la propagacion continua de lafinfeccidon
a pulgas de gato no infectadas recién emergidas en un sistema artificial yen el

transcurso de cuatro semanas (Brown & Macaluso, 2016).
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2.3 Métodos para el diagnéstico de Rickettsia spp.

El _diagndstico para las enfermedades rickettsiales se basa
fundamentalmente en la observacion de las manifestaciones clinicas compatibles,
asociadas afunas determinadas caracteristicas epidemioldgicas, como la presencia
de sintomas particulares de la enfermedad, asi como la ubicacion geografica del
paciente. Como ya’se ha comentado, algunas de las rickettsiosis como la Fiebre
manchada de las ‘moOntafias rocosas, y en pocos casos Tifus murino y Tifus
epidémico, poseen unasmortalidad elevada, y esta mortalidad esta intimamente
relacionada con la demora en el diagnostico y con el retraso en el inicio del
tratamiento. En el resto de¢las, rickettsiosis, el tratamiento evita la apariciéon de
complicaciones y acorta la duracion de la sintomatologia (Pérez-Osorio et al., 2008).
Por lo tanto, es importante reconocer los diferentes métodos disponibles para la
identificacion oportuna del patdgeno._y contribuir a un buen diagnostico de la
enfermedad.

2.3.1 Reaccion en Cadena de la.Polimerasa{PCR).

El desarrollo de técnicas de biglogia molecular como la prueba de PCR ha
permitido el diagndstico de casos agudos de¢ infecciones rickettsiales y la
identificacion de nuevas especies en el mundo, ademas se han convertido en
herramientas rapidas, sensibles y especificas para la deteccién e identificacion de
rickettsias en distintos tipos de muestras como son sangre, biopsias cutaneas,
liquido cefalorraquideo, exudados, raspado de escaras y arttépodos involucrados
(Bitam et al., 2010; Abarca & Oteo, 2014). La técnica de PCR puede dar resultados
positivos en muestras biolégicas, ya sea de sangre o biopsia, tomadas entre el
segundo y cuarto dia del comienzo de sintomas y la respuesta_se_obtiene
rapidamente, en 24 horas. En la actualidad existen basicamente dos procesas para
la identificacidon de rickettsias: 1) la amplificacion por PCR y digestiéon con enzimas

de restriccion; y 2) la secuenciacion de segmentos cortos (Portillo et al., 2017);

La secuenciacion de los productos amplificados por PCR se realiza en la
actualidad mediante secuenciadores automaticos. Una vez obtenida esta
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secuencia, se compara con las depositadas en distintas bases de datos. Los genes
mas+utilizados para el analisis filogenético son los siguientes: los genes que
codifican’la sintesis de ARNr 16S (rrs) y la sintesis de la enzima citrato sintasa (gltA);
el gen htrA,.que codifica una proteina de 17 kDa; el gen que codifica la sintesis de
la proteina PS120 (gen D) y los genes que codifican la sintesis de dos proteinas de
superficie: rOmpA‘y rOmpB, rOmpA (190 kDa) la cual esta presente en todas las
especies del grupo de\fiebres manchadas y rOmpB (120 kDa) presente en todas las
especies de Rickettsia~(Oteo et al., 2014; Fournier et al., 2003). El gen que codifica
la sintesis de ARNr 168 y.el gen htrA son utiles para la identificacion a nivel de
género, pero su secuencia. es muy similar en todas las especies (97.2-99.9% de
similitud), por lo que no sesconsideran validos para su diferenciacion. Las
secuencias de genes como el de la proteina 17 kDa, para la identificacion de R.
rickettsii, R. prowazekii y R. japonica, mientras los genes como gItA, ompA, ompB y
sca4 son usados para comparar e identificar especies (Abarca & Oteo, 2014; Portillo
et al., 2017; Panti-May et al., 2015; Salceda-Sanchez et al., 2023).

En los ultimos afios también_se ha utilizado exitosamente la PCR en tiempo
real o PCR cuantitativa para la deteccion de rickettsias en distintas muestras
clinicas. Esta variante es un procedimientorapido, especifico y permite la obtencién
de resultados en menos de una hora para completariasddentificacion entre especies
de rickettsias (Brown et al., 2022).
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3. Metodologia.

3.1 Ubicacion del estudio.

El presente estudio se llevé a cabo en la Subregidon Centro del estado de
Tabasco, ubicada a 17° 99’ latitud Norte y 92° 95’ longitud oeste. En la Subregion
Centro se incluye la tiudad de Villahermosa capital del estado de Tabasco, en el
sureste de Meéxica. La temperatura anual promedio es de 26 °C y presenta
precipitacion pluvial tode el ano (INEGI, 2023).

Figura 2. Ubicacion de la region Centro del estado de Tabasco.

El presente estudio fue de disefio observacional, ‘descriptivo, progresivo y
transversal. En el estudio se contemplaron perros con duefio de mas de tres meses
de edad, sexo indistinto y de cualquier condicién corporal (1-9)‘segun Laflamme
(1997), con o sin infestacion de ectoparasitos y que se encontraban domiciliados en
la Subregion Centro del estado de Tabasco. Se excluyeron perros cuyosmanejo fue

extremadamente dificil, perros menores de tres meses de edad y perrosisin duefio.
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3.2 Tamano de la muestra.

El tipo de muestreo empleado fue tipo estratificado con asignacion
proporcional, el cual se empled inicialmente para detectar la prevalencia de
enfermedadeés transmitidas por vectores en perros del estado de Tabasco. Para
determinar el tamano de muestra de la poblacidn canina se utilizé el Censo Canino
2023 (proporcionado por la Secretaria de Salud del estado de Tabasco) en el cual
se contemplaba una“poblacién total 310,160 perros. Se utilizd6 una prevalencia
esperada del 50% debide~a que se desconocia este dato en el lugar de estudio y
este valor se considero el mas,conservador, ya que parte de la premisa que existe
la misma posibilidad de encontrar o no el objeto de estudio en la poblacion. Se utilizé
la formula para determinacion del tamafio de muestra en poblaciones finitas y
conocidas de acuerdo a Garcia-Gareia et al., (2013) considerando un margen de
error del 5% y un nivel de confianza'del'95%.

N
e (N-1)

2

zZ.P4

1+#

n= Tamano de muestra.

N= Tamafio de la poblacion.

e= Error admitido (5%).

Z= Valor de tabla para el nivel de confianza 1-a otorgado (97 %):

P= Frecuencia esperada del factor a estudiar (50% = 0.5).

g= 1-p.

Sustituyendo la formula obtenemos:

310160

n = . —= 384
.. 0.052(310160 — 1)

1.962 (0.5)(0.5)
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Para determinar el tamafio de muestra para cada estrato (ecorregion) se
utilizé da~formula de ajuste para un muestreo estratificado de tipo proporcional

quedando de la siguiente manera:

ni=n—

Donde:

ni= Muestra representativa del estrato.
n= Muestra total.

Ni= Poblacién total dentro del estrato.

N= Poblacion total.

De tal forma que al sustittirdos dates.se obtiene lo siguiente:

Region centro: ni = 384 21— 64
310160

Sustituyendo los valores se obtuvo una poblagion de 384 perros para todo
el Estado. Mediante una asignacién proporcional se obtuve.que, para la Subregién
del Centro con un total de 51,456 perros, se requirid muestrear un total de 64

animales.
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3.3 Colecta de ectoparasitos en los caninos.

En los perros donde se encontrasen pulgas se realizo la colecta de algunos
especimenes directamente del cuerpo del animal, por medio de pinzas
entomoldgicas y se colocaron en tubos de plastico de 1.5 ml.

Cada muestra de ectoparasitos fue etiquetada y conservada con
refrigerantes en caontenedores de plastico durante su traslado al laboratorio en
donde se mantuvieron en congelacion a -20 °C para su conservacion.
Posteriormente, se procedid a la identificacion de los especimenes colectados
mediante claves taxonOomieas para parala identificacion de pulgas (Acosta &
Morrone, 2003; Linardi & Santos,*2012; Ali et al., 2020; van der Mescht et al., 2021).

3.4 Extraccion de ADN de las pulgas colectadas.

La extraccién de ADNsse realizé mediante la técnica de sales descrita para
la extraccion de ADN de mosquitos (Torres-Chable et al., 2018) con algunas
modificaciones. Brevemente, la técnica involucra agregar 200 ul de buffer de
maceracion (0.1M NaCl, 0.2M Sacarosa, 0.1M Tris Buffer, 0.05M EDTA, 0.05%
SDS) y se realizé el macerado de los especimenessusando mortero y pistilo hasta
alcanzar una mezcla homogénea. En este: caso se‘empled nitrégeno liquido para
realizar la maceracion de las pulgas. Luego de este”paso, los macerados se
colocaron en tubos de 1.5 ml, se centrifugaron por 30 segundos a 18, 000 x g e
inmediatamente las muestras se colocaron a incubacion a 65 °€ durante 30 minutos.
Al finalizar la incubacion, se agregaron 21 ul de acetato de(potasio 8M (para
alcanzar una concentracion final de 1M), se mezclaron manualmente\con ligeros
golpes al vial y se incubaron en hielo por 30 minutos. Posteriormente, serealizé una
centrifugacion a 18,500 x g durante 15 minutos y al finalizar se tomaron™200 ul del
sobrenadante y se colocaron en un tubo de 1.5 ml, se agregaron 200 ul de‘etanol al
100% y se homogenizaron manualmente por inversion del tubo. Las muestras-se

dejaron reposar durante toda la noche a -20 °C.
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Al dia siguiente, las muestras se centrifugaron a 18,000 x g durante 15
minutos.y el etanol fue desechado mediante decantacién. Se agregaron 200 ul de
etanol al'75% y se centrifugaron a 18,000 x g durante 15 minutos, desechando de
nuevo el etanol por decantacién. Después, se agregaron 200 ul de etanol al 100%
y se centrifugaron nuevamente a 18,000 x g durante 15 minutos, y posteriormente
el etanol fue desechado por decantacion. Los tubos de 1.5 ml conteniendo el pellet
se dejaron secar durante toda la noche en la campana de PCR esterilizada
previamente por sistema UV. El pellet fue resuspendido en 100 pl de TE (solucién
de Tris-EDTA, pH 8.0), €l ADN obtenido se cuantifico en Nanodrop (Thermo Fisher
Scientific®, USA). Las muestras obtenidas se ajustaron a una concentracion de ADN

de entre 80 y 100 ng/ul.

3.5 Determinacidén de Rickettsia felis mediante PCR en Ctenocephalides felis
colectadas en los perros muestreados.

Para la realizacion del ‘presente estudio se emplearon un par de cebadores
para amplificar una region del gen’del citrate’ sintasa (gltA) comun en todas las
especies de Rickettsia: CS-78F (GCAAGTATCGGTGAGGATGTAAT) y CS-323R
(GCTTCCTTAAAATTCAATAAATCAGGAT) los euales amplifican un producto de
401 pares de base (pb). Las condiciones de’PCR establecidas fueron las siguientes:
desnaturalizacion inicial a 95 °C por 10 min, ‘seguido de 40 ciclos de
desnaturalizacion a 95 °C por 30 segundos, alineacién a_58,°C por 30 segundos,
elongacion a 72 °C por 40 segundos, y una elongacion final de 72 °C por 7 min
(Nguyen et al., 2020). Posteriormente, todas las muestraspositivas fueron
evaluadas empleando un par de cebadores que amplificaban una‘regién del gen de
la proteina de membrana externa OmpB, comun en las rickettsias del grupo de las
fiebres manchadas: ompB-F (CGACGTTAACGGTTTCTCATTCT) vy~ompB-R
(ACCGGTTTCTTTGTAGTTTTCGTC). Las condiciones establecidas para-la, PCR
fueron las siguientes: 95°C durante 3 minutos, seguido de 40 ciclos de amplificacion
a 95 -C por 30 segundos, 54°C por 30 segundos y 72°C por 30 segundos, y un paso
final de extension de 72°C por 7 minutos (Hii et al., 2011).
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Las reacciones se realizaron utilizando 2.5 yl de ADN gendmico (50-200
ng), 25 U de Taq polimerasa, 10 pM de cada cebador y 250 uM de cada dNTP en
solucidéntampon 1X de PCR (Tris-HCI 20 mM, pH 8,4, KCI 50 mM, MgCI2 1,5 mM)

en un volumen final de 25 pl.

Los productos de PCR fueron purificados utilizando el kit de recuperacion
de ADN en gel Zymoclean® (Zymo Research, California, EE. UU.) siguiendo las
especificaciones del” .proveedor. Las muestras purificadas se enviaron a
secuenciacion. Las secuencias obtenidas fueron analizadas utilizando el software
FinchTV y los archivos FASTA fueron contrastados con las ya existentes en el

GenBank para realizar la identificacion de especies.
3.6 Analisis de los datos.

En relacion con el numero de pools positivos se determind el rango minimo

de infeccion (RMI) de las pulgas.mediante’la siguiente formula.

N° deé pools positivos

R Minimo de I .
ango Minimo de Infeccion N? total de pulgas colectadas

Los resultados seran presentados en cuadros descriptivos en donde se
expondra la frecuencia de pulgas en perros de la Subregion Centro del estado de
Tabasco, la cantidad total de pulgas colectadas, la frecuencia de C felis en los
perros muestreados y el RMI de R. felis en las pulgas C. felis.
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4. Resultados.

De enero2023 a enero 2024 se muestrearon un total de 223 perros pertenecientes
a 184 casas distribuidas en la Subregion Centro en el estado de Tabasco. C. felis
se encontrdinfestando a 63 de los perros muestreados (28.25%). El numero de C.
felis colectadas en total fue de 168 especimenes (54 machos y 114 hembras). Se
realizo la extracCion_de ADN de los especimenes colectados y se cuantificd en
Nanodrop® (Thermo.Fisher Scientific, USA).

Se realizaron las“reacciones de PCR usando los cebadores para amplificar
una region del gen gltA, y‘etras para amplificar al gen ompB comun en todas las
rickettsias del grupo de las fiebres manchadas incluyendo R. felis. Sin embargo,

ninguna de las muestras mostré'una amplificacion del ADN buscado.

Rickettsia spp gen‘gitA Rickettsia felis gen ompB

Figura 3.- Gel de agarosa al 1.5% donde se observa que las muestrasS‘evaluadas

no amplificaron (carril 0: Marcador de masa molecular).
Debido a que todas las muestras evaluadas se consideraron negativas; no

pudieron realizarse los analisis estadisticos de asociacion. Asi como tampoco fue

posible determinar un rango de infeccién en las pulgas.
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5. Discusion.

R./felis ha sido encontrada en diversas pulgas del mundo y aunque
especialmente se ha considerado a su principal vector Ctenocephalides felis,
también ha §ido reportada en otras especies como Ctenocephalides canis, Pulex

irritans y Archeopsylla erinacei (Rolain et al., 2009).

A pesar de que pulgas infectadas con R. felis han sido colectadas en diversos
hospedadores mamiferoes, se considera que el perro doméstico juega un papel
importante ya que posee la habilidad de mantener periodos prolongados de
rickettsemia, permaneciendo.sin signologia clinica y con valores hematologicos
normales. Este hecho coloca al.perro doméstico como un animal reservorio para la

transmision horizontal de la ricketisia a las pulgas (Ng-Nguyen et al., 2020).

La distribucidn de R. felis ha“sido considerada cosmopolita, en paises
europeos se ha registrado en.Alemania, /Grecia, Italia, Malta, Polonia, Serbia,
Eslovaquia, suiza y Turquia (Tsokana et @l.,.2022). En Paises asiaticos China,
Taiwan, Indonesia, Malasia, Singapur; Tailandia, Filipinas y Vietham (Nguyen et al.,
2020). En América, se ha reportado en paises coma:Brasil (De Oliveira et al., 2020),
Colombia (Colonia et al., 2020), Estados Unidos de~Norteamérica (Hoque et al.,
2020) y en México (Salceda-Sanchez et al., 2023).

En nuestro pais, la presencia de R. felis ha sido reportada en forma limitada
a estados de la Republica como Yucatan (Zavala-Velazquezsetal., 2002, Zavala-
Castro et al., 2006; Panti-May et al., 2015) y Puebla (Salceda-Sanchez et al., 2023).
En el estado de Tabasco no se tienen reportes de la presencia del_patdégeno en
vectores o bien casos humanos de rickettsiosis causados por R. delis y en el
presente estudio tampoco fue posible encontrar evidencia molecular de infe¢cion en
su principal vector C. felis. No se descarta la posibilidad de que exista.en baja
proporcion infectando a C. felis, o bien que, en otras subregiones del estado-de
Tabasco, como las zonas costeras que pudieran tener condiciones ambientales con
mayor similitud con el estado de Yucatan, pudiera detectarse la presencia de la
rickettsia. En ese sentido, una busqueda con una mayor distribucién geografica

27



podria contribuir a conocer la presencia o ausencia de este patdgeno en pulgas de
zonas”costeras del estado. Por el momento y bajo las condiciones del presente
estudio#"ne* parece ser un patdégeno de importancia para las mascotas,
principalméente perros y gatos de la Subregion, Centro del estado de Tabasco.
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6. (@usién.

@existe evidencia molecular de la presencia de Rickettsia felis en pulgas
Ctenocephalides felis colectadas en perros de la Subregién, Centro del estado de

Tabasco. @/"
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Rickettsia felis es una bacteria intracelular clasificada dentro
del.orden: Rickettsiales y la pulga de gato Ctenocephalides
felis_es considerada el principal vector y reservorio. La
bacteria R. felis.es capaz de infectar a gatos, perros y
humanos. _El objetivo-del presente estudio fue identificar
molecularmente R. felis, en pulgas C. felis colectadas en
perros domésticos del estado de Tabasco. El estudio se llevd
a cabo de enero 2023 a enero 2024 en la Subregion Centro
del estado de Tabasco. Los“perros fueron muestreados en
Sus casas y se reviso la piel en busca de ectoparasitos; los
cuales se colectaron mediante pinzas entomologicas y se
colocaron en tubos de plasticos, « identificados vy
transportados al laboratorio para realizar su identificacion
taxonomica. Posteriormente las pulgas fueron sometidas a
extraccion de ADN mediante la técnica de~Salting-out. El
ADN extraido fue empleado para la identificacion'de R. felis
empleando los cebadores CS-78F y CS-323R para‘amplificar
un producto de 401 pares de bases de una region del gen
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del citrato sintasa (gltA). Se muestrearon un total de 223
perros pertenecientes a 184 casas distribuidas en la
subregion Centro en el estado de Tabasco. C. felis se
encontréo infestando a 63 de los perros muestreados
(28.25%). El numero de C. felis colectadas en total fue de
168 especimenes (54 machos y 114 hembras). Ninguna de
las muestras evaluadas amplificé el producto esperado. Por
lo que no existe evidencia molecular de la presencia de R.
felis en pulgas C. felis colectadas en perros de la Subregidn,
Centro del estado de Tabasco.

Pulga, ectoparasito, Rickettsiaceae, vector, artropodo.

Abarca, K., & Oteo, J. A. (2014). Aproximacion clinica y
prinCipales rickettsiosis transmitidas por garrapatas
presentes en Latinoamérica. Revista Chilena de Infectologia,
31, 569-576.
http://www:scielo.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S071

6-10182014000500009&nrm=iso

Abdullah, S.).Lait, P.,"Helps, C., Newbury, H., & Wall, R.
(2020). The prevalence™of*Rickettsia felis DNA in fleas
collected from cats and«dogs in the UK. Veterinary
Parasitology, 282, 109143.
https://doi.org/https://doi.org/10:1016/j.vetpar.2020.109143

Acosta, R., & Morrone, J. J. (2003)./Clave ilustrada para la
identificacion de los taxones ( ‘\supraespecificos de
Siphonaptera de México. Acta Zoologica Mexicana, 39-53.
http://www.scielo.org.mx/scielo.php?script=sci_arttext&pid=

S0065-17372003000200004 &nrm=iso

Ali, Y., Barman, A., Abdullah, s. M., Islam,/K. B. M., &
Mohanta, U. (2020). Morphological identification and
prevalence of the dog flea Ctenocephalides canis (Curtis,
1826) and the cat flea Ctenocephalides felis (Bouché; 1835)
in Dhaka city, Bangladesh. Parasitology, 54, 163—172.

38



Bitam, I., Dittmar, K., Parola, P., Whiting, M. F., & Raoult, D.
(2010). Fleas and flea-borne diseases. International Journal
of Infectious Diseases, 14(8), e667—e676.
https://doi.org/https://doi.org/10.1016/j.ijid.2009.11.011
Brown, L. D., & Macaluso, K. R. (2016). Rickettsia felis, an
Emerging Flea-Borne Rickettsiosis. Current Tropical
Medicine Reports, 3(2), 27-39.
https://doi.org/10.1007/s40475-016-0070-6

Brown, L. D., Maness, R., & Greer, K. (2022). Detection of
Bartonella spp. and Rickettsia spp. in cat fleas
(Ctenocephalides felis) collected from free-roaming domestic
cats in southeastern Georgia, USA. Veterinary Parasitology:
Regional Studies and Reports, 32, 100743.

39





