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Diagnosticando garrapatas en animales 

Borrelia burgdorferi  

Ehrlichia canis 

 E. chaffeensis  

Anaplasma phagocytophilum  

 Rickettsia rickettsii 

Desarrollo	
  del	
  PCR	
  Mul/plex	
  
para	
  la	
  detección	
  de:	
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Objetivo del Estudio 

 Desarrollo de la técnica Multiplex PCR 

 Detección de Multi-patógenos 

 Compatible con el Secuenciamiento  

 Confirmación de Especies 

 Epidemiología Molecular 

 Compatible con Plataformas de diagnóstico 

 PCR en Tiempo Real 

 Modelo Molecular de Tecnología PCR 

 Otras ventajas 



Enfermedad de Lyme 

  Artrópodo las importante en EUA 

  Más de 30,000 casos por año (CDC) 

  Transmitida por Garrapata de Patas Negras 

Ixodes scapularis y I. pacificus (EUA) 

  Reservorios: Mamíferos menores y 

pequeños roedores  

  Causada por Borrelia burgdorferi 

(Espiroqueta) 

  Cuadro multifasico en humanos 

  Cuadro temprano (70% de Eritema) 

  Diseminación temprana (Cuadro gripal) 

  Cuadro Crónico (Artritis y carditis) 



Ehrlichiosis 

 Bacteria Pequeña 

 Gram Negativa 

  Forma Elipsoidal 

 Sintomatología inespecífica 

  Fiebre 

 Dolor de Cabeza 

  Fatiga 

 Dolor Muscular 

  Los síntomas ocurren de 1 a 2 

semanas después de la mordedura de 

la garrapata 



Anaplasma phagocytophilum 

 Bacteria Gram negativa e intracelular 

 Ataca Neutrófilos (acúmulos y 

vacuolas) 

 Altera su función en el Huésped 

  Fiebre y Decaimiento 

 Dolor de Cabeza, Muscular y 

Abdominal 

 Escalofrío, Nausea, Tos y Confusión 

 Diversas presentaciones clínicas 

 Dificultad para respirar 

 Hemorragia 

  Falla renal 

 Problemas neurológicos 



Fiebre Maculosa de las Montañas Rocosas 

Rickettsia rickettsii  

 Bacteria Gram negativa, intracelular, 

tipo cocobacilo 

  Fiebre 

  Letargo 

 Dolor abdominal y muscular 

 Vómito 

 Eritema en el 90% de los pacientes 

 Ocurre entre 2-5 días después de la 

fiebre 

 Maculas rosas pequeñas y planas 

 Partes distales de las extremidades 

 Varían con el tiempo 



Primer Foro (2015) 

 Tijuana (Mayo/2015) 

  Factibilidad de colaborar en 

diagnóstico  

Rhipicephalus sanguinus de 

Baja California Sur  

 Asociados a perros donde 

hubo casos en humanos 

 Se enviaron muestras de 

garrapatas a UTSA 

 Se corrieron pruebas mediante 

Metodología qPCR 



Sensibilidad - qPCR 

Borrelia	
  burgdorferi	
   Ricke1sia	
  ricke1sii	
   Anaplasma	
  phagocytophilum	
   Ehrlichia	
  canis	
  

DNA	
  	
  
ng/μl	
  

Mean	
  	
  
Ct	
  

Copy	
  
Number	
  

DNA	
  	
  
ng/μl	
  

Mean	
  	
  
Ct	
  

Copy	
  
Number	
  

DNA	
  	
  
ng/μl	
  

Mean	
  	
  
Ct	
  

Copy	
  
Number	
  

DNA	
  	
  
ng/μl	
  

Mean	
  	
  
Ct	
  

Copy	
  
Number	
  

4.95	
   N/A	
   1.05E+09	
   4.95	
   N/A	
   1.05E+09	
   4.97	
   N/A	
   6.90E+09	
   4.97	
   N/A	
   6.90E+09	
  

4.95E-­‐07	
   28.6	
   840	
   4.95E-­‐07	
   27.7	
   840	
   4.97E-­‐06	
   25.4	
   6900	
   4.97E-­‐06	
   25.1	
   6900	
  

1.24E-­‐07	
   30.6	
   210	
   1.24E-­‐07	
   29.8	
   210	
   4.97E-­‐07	
   28.8	
   690	
   4.97E-­‐07	
   28.6	
   690	
  

3.09E-­‐08	
   32.8	
   53	
   3.09E-­‐08	
   32.0	
   53	
   4.97E-­‐08	
   32.1	
   69	
   4.97E-­‐08	
   31.6	
   69	
  

7.73E-­‐09	
   34.2	
   13.13	
   7.73E-­‐09	
   33.8	
   13.13	
   1.24E-­‐08	
   34.3	
   17.20	
   1.24E-­‐08	
   34.0	
   17.20	
  

3.87E-­‐09	
   35.9	
   6.56	
   3.87E-­‐09	
   35.0	
   6.56	
   3.11E-­‐09	
   36.1	
   4.31	
   3.11E-­‐09	
   36.4	
   4.31*	
  

1.93E-­‐09	
   37.6	
   3.28*	
   1.93E-­‐09	
   36.8	
   3.28*	
   1.55E-­‐09	
   37.2	
   2.16*	
   1.55E-­‐09	
   39.1	
   2.16	
  

4.83E-­‐10	
   0.0	
   <1	
   4.83E-­‐10	
   37.7	
   <1	
   7.77E-­‐10	
   0.0	
   <1	
   7.77E-­‐10	
   0.0	
   <1	
  



Especificidad - qPCR 

Substrates	
   B.	
  burgdorferi	
  	
  
qPCR	
  Ct	
  

A.	
  phagocytophilum	
  	
  
qPCR	
  Ct	
  

R.	
  ricke1sii	
  	
  
qPCR	
  Ct	
  

E.	
  Canis	
  
qPCR	
  Ct	
  

E.	
  Chaffeensis	
  
qPCR	
  Ct	
  

B.	
  burgdorferi	
   30.1	
   0.0	
   0.0	
   0.0	
   0.0	
  

A.	
  phagocytophilum	
   0.0	
   25.1	
   0.0	
   0.0	
   0.0	
  

R.	
  ricke8sii	
   0.0	
   0.0	
   27.3	
   0.0	
   0.0	
  

E.	
  canis	
   0.0	
   0.0	
   0.0	
   27.0	
   0.0	
  

E.	
  chaffeensis	
  	
   0.0	
   0.0	
   0.0	
   0.0	
   26.2	
  

Babesia	
  canis	
   0.0	
   0.0	
   0.0	
   0.0	
   0.0	
  

B.	
  gibsoni	
   0.0	
   0.0	
   0.0	
   0.0	
   0.0	
  

A.	
  marginale	
   0.0	
   0.0	
   0.0	
   0.0	
   0.0	
  

R.	
  typhi	
   0.0	
   0.0	
   0.0	
   0.0	
   0.0	
  



Control Interno Canino 

Specific	
  to	
   Validated	
  Against	
  

Canis	
  lupus	
  familiaris	
   Equine	
  

Canis	
  lupus	
   Feline	
  

Canis	
  latrans	
   Caprine	
  

Ovine	
  

Cervine	
  

Bovine	
  

Porcine	
  

Avian	
  

Procyonine	
  

Vulpine	
  

Mephi;dae	
  



Muestras de Baja California Sur 

 Se evaluaron 211 muestras de R. sanguineus 

 Se colectaron de perros en 160 puntos ambientales 

Muestras procesadas para: 

Confirmar las especies de garrapatas 

Sexo 

Edad 

Detección de patógenos 

Todos los experimentos se realizaron el  

Texas A&M Veterinary Medical Diagnostic Lab (TVMDL) 



Resultados 



Resultados 



¡Gracias! 
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