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Diagnosticando garrapatas en animales

Desarrollo del PCR Multiplex
para la deteccion de:

® Borrelia burgdorferi

® Ehrlichia canis

¢ E. chaffeensis

® Anaplasma phagocytophilum

® Rickettsia rickettsii
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VETERINARY MEDICAL
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Equipo de Diagnéstico de TA&M TVMDL

DIAGNOSTIC LABORATORY

Dra. Ma. Dolores Esteve — Gassent
Assistant Professor
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Objetivo del Estudio

® Desarrollo de la técnica Multiplex PCR

® Deteccion de Multi-patogenos

® Compatible con el Secuenciamiento

® Confirmacion de Especies

¢ Epidemiologia Molecular

® Compatible con Plataformas de diagnodstico
® PCR en Tiempo Real

® Modelo Molecular de Tecnologia PCR

® Otras ventajas
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Enfermedad de Lyme

® Artropodo las importante en EUA

® Mas de 30,000 casos por aio (CDC) y .

® Transmitida por Garrapata de Patas Negra: ‘ female
Ixodes scapularis y I. pacificus (EUA)

® Reservorios: Mamiferos menores y
pequeios roedores

® Causada por Borrelia burgdorferi
(Espiroqueta)

® Cuadro multifasico en humanos

® Cuadro temprano (70% de Eritema)

® Diseminacion temprana (Cuadro gripal)

® Cuadro Cronico (Artritis y carditis)
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® Bacteria Pequeiia
® Gram Negativa
® Forma Elipsoidal

® Sintomatologia inespecifica

® Fiebre

® Dolor de Cabeza

® Fatiga

' EHRLICHIA

® Dolor Muscular %Looomﬁecmug

® Los sintomas ocurrende 1 a 2

|
semanas despues de la mordedura de ‘ \

-—
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Anaplasma phagocytophilum

® Bacteria Gram negativa e intracelular

® Ataca Neutrofilos (acumulos y
vacuolas)

® Altera su funcion en el Huésped

® Fiebre y Decaimiento

® Dolor de Cabeza, Muscular y
Abdominal
® Escalofrio, Nausea, Tos y Confusion / \ seceve

® Diversas presentaciones clinicas @/}%\ /\

¢ Dificultad para respirar
® Hemorragia

® Falla renal

® Problemas neuroldgicos
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Fiebre Maculosa de las Montanas Rocosas

® Rickettsia rickettsii

® Bacteria Gram negativa, intracelular,
tipo cocobacilo

® Fiebre

® Letargo

® Dolor abdominal y muscular

® Vomito

® Eritema en el 90% de los pacientes
® Ocurre entre 2-5 dias después de la
fiebre

® Maculas rosas pequeiias y planas

® Partes distales de las extremidades

® Varian con el tiempo
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Primer Foro (2015)

® Tijuana (Mayo/2015) SALUD
@ Factibilidad de colaborar en SECRETARIA DE SALUD

diagnoéstico
Foro para la atencidnintegral de la
Rickettsiosis en la frontera Norte de

Baja California Sur México

® Rhipicephalus sanguinus de

® Asociados a perros donde 27 al 29 de mayo de 2015
hubo casos en humanos

® Se enviaron muestras de

garrapatas a UTSA

® Se corrieron pruebas mediante RICKETTSIOSIS
Metodologia qPCR

Tijuana, Baja California
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Sensibilidad - qPCR

Borrelia burgdorferi Rickettsia rickettsii Anaplasma phagocytophilum Ehrlichia canis
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Especificidad - qPCR

B. burgdorferi A. phagocytophilum R. rickettsii E. Canis E. Chaffeensis
qPCR C, qPCR C, qPCR C, qPCR C, qPCR C,
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. rickettsii 0.0 0.0 273 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
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Control Interno Canino

Component
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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

® Deteccion de patogenos

Todos los experimentos se realizaron el
Texas A&M Veterinary Medical Diagnostic Lab (TVMDL)
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Resultados

XAS A&M

VERS
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VETERINARY MEDICINE
& BIOMEDICAL SCIENCES

Resumen Ejecutivo:
Estudio de Vigilancia
epidemioldgica de Garrapatas
Colectadas en Baja California

Mayo 2016

Antecedentes

A través de la reunion de Rickettsiosis organizada por
la Secretaria de Salud el pasade Mayo 2015 en Tijuana, Baja
California, se acordd que mi laboratorio analizaria una serie
de muestras de gamapatas colectadas en Baja California.
Este andilisis se realizd con el objetivo de determinar la
prevalencia de garrapatas infectadas con el agente
causante de la Fiebre Manchada de las Mentarias Rocosas
(Ricketisia rickettsii). De la misma forma se evalud la
presencia de ofros agentes infecciosos como son los
patégenos responsables de la enfermedad de Lyme, las
Ehriichiosis y las Anaplasmosis.

En el resumen ejecutivo aqui presente les informamos

sobre los andiisis realizados, asi como los resultados obtenidos
y la consecuente relevancia en salud publica

Protecting People
Protecting Agriculture

! Wildlife

Metodologia

Un total de 211
garrapatas de la especie
Rhipicephaius sanguineus
fueron analizadas en este
estudio. Dichas garrapatas
fueron colectadas de un
total de 160 perros, asi como
de los habitdculos de los
mismos (casas). Todas las
muestras proceden de La
Paz, Baja California.

Una vez ideniificadas,
las garrapatas fueron
procesadas para la
obtencion del ADN y
posterior deteccion de R.
rickettsii, Borrelia burgdorfer,
Enriichia canis, Ehriichia
chaffeensis, Anapiasma
phagocytophilum y el
género Babesia spp. Se
utilizé una técnica Multiplex
de PCR cuantitativa a
tiempo real (QPCR)
desarroliada en los
laboratorios de la Dra. Maria
D. Esteve-Gassent y el
laboratorio de diagnéstico
de Texas A&M Veterinary
Medical Diagnostic
Laboratory (TVMDL). Todas
las muestras se procesaron
siguiendo protocolos
estandarizados por el
laboratorio de diagnéstico
de referencia, para
asegurar la integridad de las
muestras y evitar posibles
contaminaciones. Por lo
tanto, las exiracciones de
ADN, PCR y andlisis de
resultados se realizaron en
laboratorios diferentes
siguiendo los protocolos de
diagnéstico.

Todas las muestras
que resultaron positivas para
cualquier patégeno por
Multiplex gPCR fueron
confirmados por
secuenciacion

Resultados

Como se observa en
la tabla 1, €l 0.9% de las
garapatas muestreadas
fueron positivas para R
rickettsii, y el 8.5% fueron
positivas para E. canis
constituyendo un total del
9.5% de infeccion
independientemente de la
bacteria testada. Por otro
lado el test fue negativo
para B. burgdorferi, A.
phagocytophiium y E. canis.

Conclusiones

Tras el andlisis
reqlizado por nuestro
laboratorio, podemos
concluir que R. rickettsii esta
presente en garrapatas de
la especie R. sanguineus
colectadas de pemros y
viviendas de La Paz, Baja
California México. Ademas
gracias a la campaiia de
Ricketisiosis liderada por la
Secretaria de Salud, hemos
podido detectar la
presencia de Ehrlichia canis,
otro agente infeccioso con
cardcter zoondtico,
perteneciente a la familia
bacteriana de las
Ricketisiales, que podria
estar causando parte de las
infecciones observadas en
peros y en humanos de la
region estudiada.

Tabla 1: resumen de los resultados obtenidos por la
reaccion Multiplex de PCR cuantitativa a tiempo Real.
Se testaron un total de 211 garrapatas de la especie R.

sanguineus.

Patdgenos Positivos (%:)*
Bomrelia burgdorfen 0
Anaplasma ]
phagocytophilum
Ehriichia canis 18 (8.5)
Ehriichia chaffeensis ]

2 (0.9%)

Total [ 20 (9.5%)

* resultados fueron confirmados por secuenciacion

Este equipo de invesfigacién recomienda un programa de vigilancia epidemioldgica en la
que se evalie la presencia de ambos patégenos zoondticos en garapatas presentes en peros,
sus habitaculos. asf como en animales de vida silvestre incluyendo roedores.

Maria D. Esteve-Gassent, PhD
Texas ABM Ui
Cepartment of Veterinary Painobiokogy

College of Veterinary Medicine and Siomedical Sei

VMA Room 316
4447-TAMU

cliege Station, TX 77843-4447
el. 979.845 1117 Lab. $77.845
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Resultados

Tabla 1: resumen de los resultados obtenidos por la
reaccion Multiplex de PCR cuantitativa a tiempo Real.
Se testaron un total de 211 garrapatas de la especie R.

sanguineus,
Patogenos Positivos (%:)"
Borreiia burgdorfen 0
Anaplasma 0
phagocytophiium
Ehrlichia canis 18 (8.5)
Ehrlichia chaffeensis 0
Rickettsia rickeftsi 2 (0.9%)
Babesia spp.

Total 20 (9.5%)

* resultados fuercon confirmados por secuenciacion.
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