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1. RESUMEN

Rickettsia rickettsii es un patdégeno intracelular que causa fiebre manchada
transmitida por garrapatas, conocida como Fiebre de las Montafias Rocosas (FMMR),
y se reconoce cada vez mas como una causa emergente de enfermedad febril en
México. Sin embargo, se sabe poco sobre las primeras respuestas inmunitarias a la
infeccion. Se reclutd a cuatro pacientes pediatricos con FMMR en fase aguda y ocho
controles sanos de Chihuahua, México. Se caracterizé el inmunofenotipo de células
natural killer (NK) y el perfil de citocinas en sangre periférica. La poblacion de células
NK efectoras con expresion de NKG2D disminuy6 significativamente en los pacientes
con rickettsiosis al 3er dia de hospitalizacion en comparacién con la primer toma de
muestra a su ingreso al hospital. Los niveles de citocinas: IL-6, IL-8, IL-10, IP-10, MCP-
1 y MIG aumentaron significativamente en los pacientes con rickettsiosis a su ingreso
al hospital en comparacién con los controles. Este estudio muestra que el aumento
inicial de citocinas proinflamatorias junto con la disminucién de NK efectoras
circulantes con expresion de NKG2D sugieren un cuadro de choque séptico en

pacientes pediatricos.

Keywords: Células natural killer, citocinas, rickettsiosis.



1.1 ABSTRACT

The intracellular pathogen Rickettsia rickettsii causes tick-borne spotted fever
(also called Rocky Mountain spotted fever (RMSF) and is increasingly recognized as
an emerging cause of febrile illness in Mexico. However, little is known about the early
immune responses to infection. Four RMSF pediatric patients on acute phase and eight
healthy controls from Chihuahua, Mexico were recruited. The natural killer cell (NK)
immunophenotype and the cytokine profile in peripheral blood were characterized by
flow cytometry. The population of cytotoxic NK cells expressing NKG2D was
significantly decreased in patients on 3rd day of hospitalization compared to the first
sampling on admission. IL-6, IL-8, and IL-10 levels were significantly increased in
patients upon admission compared to controls. This study shows that circulating NK
cells are numerically decreased, while cytokines induce a pro-inflammatory process in

patients.

Keywords: Rickettsiosis, cytokine profiles, Natural killer cells subsets
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2. INTRODUCCION

La Fiebre de las Montafias Rocosas (FMMR) es una enfermedad transmitida
por garrapatas, causada por Rickettsia rickettsii, un patdgeno intracelular obligado
perteneciente a a-protobacteria (Blanc et al., 2005; Dantas, 2007). En el Norte de
América es considerada como una enfermedad infecciosa re-emergente que afecta
principalmente a los nifios en situacidén de pobreza. Tan solo en México en los estados
de Baja California y Sonora se registraron 2300 casos y 380 muertes en 2016, y se
estima que las tasas de letalidad son mayores en nifios menores de 10 afios (Alvarez
et al., 2017).

Rickettsia invade las células endoteliales promoviendo su diseminaciéon vy
causando vasculitis que estimula las cascadas de sefalizacion celular, lo que conduce
a la secrecion de citocinas, que inicia la infiltraciéon en la pared celular vascular y
espacio perivascular de macrofagos, linfocitos T CD4+, CD8+ y células NK (Sahni, et
al., 2019). En modelos humanos in vitro, las células endoteliales incrementan la
expresion y secrecion de citocinas IL-1 (interleucina-1), IL-6 (interleucina-6), y TNFa
(factor de necrosis tumoral a); quimiocinas como CXCLS8/IL-8 (interleucina-8),
CXCL10/IP-10 (proteina 10 inducida por interferén gamma), CCL2/MCP-1 (proteina
quimioatrayente de monocitos- 1), CXCL9/MIG (monocina inducida por interferdon
gamma) y CCL5/RANTES que conducen a la activacion y el reclutamiento de
monocitos, células natural killer (NK) y linfocitos T al sitio de infeccion que conducen a
la potenciacion de la respuesta inflamatoria y su eliminaciéon (Groom & Luster, 2011;
Osterloh, 2017; Rauch et al., 2018; Rydkina et al., 2010; Sahni & Rydkina, 2009).
Mientras que las células NK, principal poblacion de linfocitos innatos que coordinan las
respuestas tempranas a las infecciones bacterianas, participan en la regulacién de la
respuesta inmune ante Rickettsia, particularmente mediante la prevencion de lesién
endotelial temprana que resulta en dafio tisular (Fang et al., 2012; Guo et al., 2017).
En modelos murinos, esta bien establecido que las células NK estan implicadas en la

defensa innata temprana contra la infeccion por Rickettsia (Billings et al., 2001; La

1
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Manna etal., 2013). Sin embargo, en seres humanos, las primeras respuestas
inmunitarias del huésped han sido escasamente caracterizadas. En este estudio,
investigamos las respuestas de citocinas séricas y NK en nifios febriles con infeccion

aguda por R. rickettsii.

3. ANTECEDENTES TECNICOS Y REFERENCIAS
3.1 Garrapatas

Las garrapatas pertenecen a la subclase Acari de la clase Arachnida, son
ectoparasitos obligados, artrépodos hematdéfagos que parasitan a toda clase de
vertebrados y se encuentran en todo el mundo (Anderson & Magnarelli, 2008).
Aparecieron durante el periodo Cretacico, predominando dos géneros
(Compluriscutula y Cornupalpatum) antecesores de la familia Ixodidae (Poinar &
Buckley, 2008) , mientras que los argasidos aparecieron hace 89 millones de afos
aproximadamente (Klompen & Grimaldi, 2001). Se han reconocido 896 especies de
garrapatas clasificadas en 3 familias (Guglielmone etal., 2010): /xodidae, o
"garrapatas duras", nombradas asi por su placa dorsal esclerotizada, siendo estas las
principales transmisoras de enfermedades tanto a los animales como a las personas;
las Argasidae, o "garrapatas blandas", llamadas asi por su cuticula flexible; y
Nuttalliellidae, representada solo por una especie endémica del suroeste de Africa. Las
garrapatas difieren en gran medida tanto anatémicamente como en su ciclo de vida

dependiendo de la familia a la que pertenecen (Anderson & Magnarelli, 2008).

3.1.1 Familia Ixodidae
3.1.2.1 Anatomia

La garrapata se divide anatomicamente en dos regiones, el capitulum
(gnathosoma) y el cuerpo (idiosoma), al que se unen las patas. Las larvas tienen seis
patas, mientras que las ninfas y los adultos tienen ocho patas. Una cabeza distintiva
esta ausente. Las garrapatas adultas no alimentadas varian en longitud de 2 mm a 20
mm. Las hembras alimentadas pueden tener de 25 a 30 mm de longitud y pesar hasta
100 veces su peso previo a la congestidén. Las piezas bucales se encuentran en el

capitulo que incluyen los dos palpos de cuatro segmentos, que en las garrapatas

2



ixddidas tiene numerosas sensillas quimiosensoriales ubicadas en el cuarto segmento
del palpo. Los palpos penetran en la herida, ejerciendo presion contra la piel durante
la alimentacion. El par de queliceros tubulares esclerotizados, de dos segmentos se
extiende desde la base de los capitulos y se encuentra medialmente a los palpos. Son
dos digitos de corte movibles y afilados en las extremidades de los ejes quelicerales.
Los digitos estan situados lateralmente y se usan para cortar la piel durante la
alimentacion. El hipéstomo esta posicionado medialmente, posee denticulos ventrales
en su superficie externa; mientras que la superficie interna esta cubierta dorsalmente
por los queliceros y se usa como érgano de retencidén y canal de alimentos. La region
anterior esta conformada por las patas y la apertura genital, y la parte posterior posee
los espiraculos y el ano. Un escudo endurecido cubre la porcion dorsal anterior del
cuerpo de las hembras. En los machos, el escudo cubre todo el cuerpo. Durante la
alimentacion, la cuticula, con la excepcion del escudo, se expande para dar entrada a

la sangre ingerida (Anderson & Magnarelli, 2008).

3.1.2.2 Ciclo de vida

Por lo general, las garrapatas ixddidas tienen un ciclo de vida de tres
hospederos, y cada etapa de alimentacién de la garrapata (larva, ninfa y adulto)
corresponde a un hospedero (Anderson & Magnarelli, 2008), siendo el tipo mas comun
de ciclo de vida (Walker et al., 2014). Las larvas se desarrollan en los huevos hasta
que estan listas para salir del cascarén, generalmente de cuatro a seis semanas
(Anderson & Magnarelli, 2008). Las larvas una vez alimentadas del huésped, se
separan y se esconden en el suelo o vegetaciéon donde mudan a ninfas. De igual
manera, las ninfas se alimentan una vez y mudan a fase adulta (Walker et al., 2014).
La hembra se alimenta solo una vez y deposita entre 2,000 y 20,000 huevos, al poco
tiempo muere, mientras que el macho se alimenta varias veces y una vez que se
aparea, muere (Walker et al., 2014). Puede suceder que entren en la diapausa, un
estado caracterizado por metabolismo reducido y un desarrollo retrasado (Anderson &
Magnarelli, 2008). Este tipo de ciclo generalmente se completa en seis meses; pero,
puede extenderse hasta afios dependiendo de las condiciones ambientales, incluida

la temperatura y la humedad relativa (Randolph, 2004; Walker et al., 2014).



El ciclo de uno o dos huéspedes es el menos comun pero ocurre en todos los
subgéneros Boophilus del género Rhipicephalus. Los huevos se ponen en el suelo y
las larvas eclosionan después de varias semanas de desarrollo y se arrastran hacia la
vegetacion para buscar un huésped. Cuando han completado la alimentacion,
permanecen unidos al huésped y alli se produce la muda. Las ninfas se alimentan del
mismo huésped y también permanecen unidas. Después de otra muda, los adultos
eclosionan y luego se alimentan del mismo huésped. Los adultos cambiaran de
posicion en el mismo huésped para el apareamiento. Por lo tanto, las tres
alimentaciones de cualquier marca individual ocurren en el mismo huésped individual.
El ciclo de vida de las garrapatas de un huésped suele ser rapido, para Rhipicephalus
(Boophilus) se necesitan tres semanas para la alimentacién de un huésped y dos
meses para la puesta de huevos y el desarrollo de larvas. El ciclo de vida de dos
huéspedes es similar, pero solo las larvas y las ninfas se alimentan del mismo huésped

individual, y los adultos se alimentan de otro huésped (Walker et al., 2014).

3.1.2 Familia Argasidae

3.1.2.1 Anatomia

Las garrapatas argasidas no poseen escudo y, por lo tanto, no exhiben una
marca sexual de dimorfismo. La forma del cuerpo tiene un contorno ovalado. Su
cuticula, el capitulo y las piezas bucales estan situadas anteriormente en la cara
ventral y no se ven desde el aspecto dorsal (Cupp, 1991). Excepto en las larvas, que
tienen el capitulo en una posicién anterior, un tegumento coriaceo altamente esculpido
y no tienen un escudo dorsal (Anderson & Magnarelli, 2008). Los adultos tienen la
apertura genital casi entre la coxal, un par de espiraculos estan situadas
posterolaterales a la coxa lll, los ojos suelen estar ausentes, los pulvilos estan
ausentes o0 poco desarrollados (excepto en algunas larvas) y hay un margen posterior

sin festones (Cupp, 1991).
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3.1.2.2 Ciclo de vida

La mayoria de los argasidos son de multiples huéspedes, excepto Otobius
megnini que tiene un ciclo de vida de un huésped. Las larvas se alimentan
rapidamente, o durante varios dias; luego se separan de su huésped y mudan. En
algunos argasidos, las larvas no se alimentan, mudan directamente a la primera etapa
de la ninfa. La primera etapa de la ninfa se alimenta rapidamente y luego se muda a
otra etapa de ninfa. Se alimentaran en diferentes huéspedes y a menudo, cursaran por
un numero variable de etapas ninfales. Cuando desarrollan a adultos, las hembras se
alimentan rapidamente de un huésped y luego producen pequefios lotes de huevos

mas grandes que los huevos ixédidos (Walker et al., 2014).

3.1.5 Biodiversidad de garrapatas en México

En México se han registrado 100 especies, lo que corresponde a un 11.3% de
la diversidad mundial conocida que consta de 894 especies, 20 géneros y 3 familias.
Esta diversidad esta constituida por 2 familias: Argasidae (garrapatas blandas) e
Ixodidae (garrapatas duras). Los argasidos estan representados por 32 especies en 5
geéneros: Argas (6 especies), Antricola (3), Ornithodoros (20), Otobius (2) y Nothoaspis
(1), mientras que Ixodidae por 68 especies en 5 géneros: Ixodes (26 especies),
Amblyomma (26), Dermacentor (10), Haemaphysalis (3) y Rhipicephalus (3)
(Guglielmone et al., 2010; Pérez et al., 2014)

3.2 Enfermedades transmitidas por vectores

Los patogenos transmitidos por artropodos hematéfagos se clasifican en 4
grupos: nematodos, protozoarios, bacterias (incluyendo Rickettsia y Borrelia) y virus,
la mayoria de caracter zoondético. Por lo que los animales domésticos y los seres
humanos pueden llegar a ser huéspedes incidentales, es decir, que no participan
directamente en el ciclo de transmisidn de los patdégenos. A lo largo de la historia, las
enfermedades transmitidas por vectores como malaria, dengue, fiebre amarilla,
filariasis, tifus epidémico, tripanosomiasis, leishmaniasis, entre otras, fueron

responsables de altas tasas de mortalidad en seres humanos entre los siglos XVIl y
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XX (Gubler, 2009). En los ultimos 30 afios, se ha dado un aumento global de
enfermedades infecciosas reemergentes transmitidas por vectores asociado al

transporte aéreo, el comercio (Gubler, 2009) y el cambio climatico (Harvell et al., 2002).

Entre los vectores mas comunes, estan las garrapatas, mundialmente
reconocidas como uno de los principales vectores de patdgenos; transmiten una gran
variedad de microorganismos patégenos como protozoarios, rickettsias, espiroquetas
y virus que afectan al ganado, humanos y animales de compaiia (Jongejan &
Uilenberg, 2004). Esta seccion se enfocard en su mayor parte al aspecto
fisiopatolégico de la rickettsiosis, enfermedad que compete a este trabajo de

investigacion.

3.3 Rickettsiosis

Las rickettsias son bacterias intracelulares pertenecientes a a-protobacteria,
cuyo principal vector es la garrapata. Los miembros del género Rickettsia incluyen
agentes etioldgicos como tifus murina (Rickettsia prowazekii y Rickettsia typhi), fiebre
de las montafas rocosas (Rickettsia rickettsii) y fiebre del mediterraneo (Rickettsia
conorii) (Blanc et al., 2005). Clinicamente, el comun denominador en todas las
rickettsiosis es el incremento en la permeabilidad microvascular, que desencadena en
edema no cardiogénico pulmonar y cerebral (Olano, 2005). Sin embargo, son
pobremente diagnosticadas dado la amplia variedad de sintomas que presenta, desde

una fiebre leve hasta una sepsis fatal (Biswal et al., 2020).

3.3.1 Fiebre de las montainas rocosas

La fiebre manchada de las Montafias Rocosas (FMMR) es una enfermedad
potencialmente mortal causada por Rickettsia rickettsii, una bacteria intracelular
obligatoria que se transmite a los seres humanos por medio de garrapatas infectadas.
La FMMR se encuentra entre las infecciones mas virulentas identificadas en seres
humanos, y su diagnéstico a menudo representa un dilema para los médicos (Dumler
& Walker, 2005).



3.3.2 Vectores

Entre los reservorios naturales de Rickettsia rickettsii se incluye a diferentes
géneros y especies de garrapatas duras (familia /xodida). La garrapata americana de
perro (Dermacentor variabilis) es el vector principal de R. rickettsii en la mayoria de los
EE. UU. Mientras que Dermacentor andersoni es el mas importante en Canada (Azad
& Beardt, 1998). La garrapata marrén del perro (Rhipicephalus sanguineus), se
considera que es el vector principal de R. rickettsii en México (Tinoco et al., 2009).
Mientras que en América Central y del Sur es, Amblyomma cajennense (Chapman,
2006).

3.3.3 Patofisiologia

La secuencia de eventos patdégenos que ocurre en la infeccién por Rickettsia
comienza con la inoculacién de microorganismos de la garrapata al alimentarse.
Después se diseminan de manera hematdégena por todo el cuerpo e infectan
principalmente células endoteliales; y en menor medida, macrofagos en la piel,
pulmones, cerebro, higado, tracto gastrointestinal, rifiones, corazén y otros 6rganos
(Sahni et al., 2019). Sin embargo, se considera que las células diana iniciales de la

infeccion son los macréfagos (Radulovic et al., 2002).

La lesion caracteristica de las enfermedades rickettsiales es la vasculitis
(Walker et al., 1989). En el endotelio estimula las cascadas de sefializacién celular, lo
que conduce a la secrecién de citocinas, que inicia la infiltraciéon en la pared celular
vascular y espacio perivascular de linfocitos T CD8+, CD4+, NK y macréfagos
(Valbuena et al., 2003).

3.3.4 Patogénesis

Para las bacterias intracelulares obligadas, la patogénesis es un concepto que
involucra multiples pasos: (1) transmision, (2) entrada, (3) diseminacion inicial desde
el punto de entrada a otros 6rganos, (4) contacto con la célula diana (adherencia e

invasion), (5) supervivencia dentro del huésped (evasion de las defensas del huésped



y adaptacion al entorno del huésped), y (6) extensidon del nicho (modulacién de la

biologia del huésped, multiplicacion y supervivencia) (Olano, 2005).

Conforme a este mecanismo, Rickettsia se adhiere e invade células diana para
obtener nutrientes del citoplasma, lo que promueve su proliferacién, replicacion y
diseminacion ( Walker et al., 2003). Se ha identificado multiples antigenos de superficie
celular (Sca) pertenecientes a la familia de autotransportadores de rickettsia
involucrados en la adhesion a los receptores de la célula huésped, estas proteinas se
localizan dentro de la capa superficial de la membrana rickettsial y ayudan a la
adhesion a la célula huésped. De las 17 proteinas que se han identificado, cinco que
son Sca0 (OmpA), Scal, Sca2, Sca4 y Scab5 (OmpB) participan en proceso de
infeccién. Tanto OmpA y OmpB se encuentran en el grupo de fiebre manchada y se
considera que son fundamentales para la patogénesis, mientras que OmpB forma
parte de todas las especies de Rickettsia (Blanc etal., 2005), excepto de R.
canadensis (Sears et al., 2012) , y juega un papel importante en las especies de fiebre
tifus (Blanc et al., 2005).

En R. rickettsii, OmpA (Sca0) es expresada como un proteina inmunodominante
de 247 kDa, mientras que la de R. conorii es de aproximadamente 224 kDa, pero las
longitudes de los alelos rOmpA pueden variar de una especie a otra (Chan et al., 2010).
Inicialmente, se demostré que OmpA era necesaria para la adhesion de R. rickettsii a
las células huésped (Li & Walker, 1998), y luego se sugiri6 que OmpA rickettsial
interactua con la integrina a231 para promover la invasion de la bacteria en las células
huésped (Hillman, Baktash, & Martinez, 2013). Trabajos recientes han demostrado que
OmpA desempena un papel en la supervivencia de R. rickettsii o la transmisién del

vector de la garrapata (Noriea et al., 2015).

La proteina OmpB es un proteina inmunodominante de 168 kDa compuesta por
un péptido de senalizacion de 3 dominios, y un dominio barril B transmembranal.
rOmpB se expresa como un preproteina que al ser cortada libera el péptido de
sefalizacion (120 kDa) del dominio barril B (32 kDa) (Hackstadt et al., 1992). El péptido



de sefalizacion transloca la proteina a través de la membrana interna y la deposita en
el espacio periplasmico, mientras permanece unido a la membrana externa. Después
de este evento, el dominio barril B se implanta en la membrana externa bacteriana para
formar un poro, cuyo mecanismo no se conoce aun. El péptido de sefalizacion se

alimenta a través del poro del barril B y finalmente es cortado (Chan et al., 2010).

Para que las rickettsias ingresen en las células huésped, OmpB debe reconocer
el receptor Ku70 (subunidad de una proteina quinasa dependiente de ADN nuclear
localizada en citoplasma 'y membrana plasmatica) estimulando la ubiquitinacion de los
microdominios de colesterol, mediado por ubiquitina ligasa cCbl. Estas interacciones
entre Ku70 y OmpB mas la de clatrina y caveolina-2 contribuyen a la endocitosis y la

internalizacion rickettsial (Martinez et al., 2005).

Una vez que las rickettsias ingresan en las células huésped, escapan de los
fagosomas antes de su fusion con los lisosomas para liberarse en el citosol. Esto se
logra a través de una serie de actividades membranoliticas, incluida la liberacion de
fosfolipasa A2, fosfolipasa D y hemolisina C (Sahni et al., 2016). Debido a su
dependencia absoluta de la maquinaria intracelular del huésped para su replicacion y
propagacion, no es sorprendente que las especies de Rickettsia exploten mecanismos
redundantes para la adhesién e invasion de la célula huésped, como es el caso
receptor 1 de factor de crecimiento de fibroblastos (FGFR1) que también se ha visto
implicado en la internalizacion de rickettsias al interactuar con OmpA en una caveolina
1 (A. Sahni et al., 2017).

3.5 Incidencia de rickettsiosis y otras enfermedades transmitidas por

garrapatas en México

La FMMR es de importancia publica desde el punto de vista clinico y veterinario.
Durante la ultima década, los casos se han incrementado a lo largo de México, junto
con otras enfermedades transmitidas por garrapatas. De acuerdo a la Direccion
General de Epidemiologia, en el afio 2019 se reportaron 77 casos de tifo murino

principalmente en Sinaloa y Yucatan; 302 casos de fiebre manchada y 135 de otras
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rickettsiosis, siendo el estado de Chihuahua el que presenté una mayor incidencia de
ambas enfermedades. Mientras que en el afio 2020 disminuyé a 29 casos de tifo
murino, 99 casos de fiebre manchada y 59 casos de otras rickettsiosis, pero Chihuahua

continué acumulando la mayor parte de los casos.

De los seis estados fronterizos, Baja California (Tijuana-San Diego y Mexicali-
Calexico), Sonora (Hermosillo) y Chihuahua (Ciudad Juarez-El Paso), son los estados
que han recabado mayor informacién sobre datos epidemiolégicos en personas,
animales y garrapatas. Las pruebas diagnésticas de inmunofluorescencia (IFA) y
prueba de reaccién en cadena polimerasa (PCR) para el gen gltA de R. rickettsii las

mas utilizadas en los ultimos afios (Maynez et al., 2021) (Ap. 1).

A pesar de los esfuerzos multiinstitucionales para prevenir la FMMR y otras
enfermedades transmitidas por garrapatas en diferentes municipios del estado, poco
se sabe de la prevalencia actual de garrapatas o identificacion de otros patogenos

como Anaplasma phagocytophilum, Borrelia burgdorferiy Rickettsia spp.

3.6 Células natural killer

Las células natural killer (NK) son los subconjuntos de linfocitos innatos
predominantes que median las respuestas antitumorales y antivirales y, por tanto,
poseen una utilizacion clinica prometedora (Abel et al., 2018). Representan del 5% al
20% de las células mononucleares de sangre periférica, generalmente definidas como
células CD16™ CD56" CD3" y también se encuentran en muchos tejidos como higado,
cavidad peritoneal, placenta o mucosa uterina (Langers et al., 2012). Las células NK
humanas se pueden dividir en dos subpoblaciones segun la densidad de expresién de
CD16 y CD56 en su superficie. La mayoria de las células NK en sangre (90% -95%) o
en sitios de inflamacion tienen una expresion moderada de CD56 (CD569™) y una
expresion fuerte de CD16 (CD16"19"), estas células poseen un alto potencial citotoxico.
Mientras que, la subpoblacién CD56"9" predomina en ganglios linfaticos, expresa
niveles bajos o nulos de CD16 (CD16%™), muestra poca citotoxicidad y produce

principalmente citocinas al activarse (Cooper et al., 2000; Taborda et al., 2014).
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Ademas, existen varias familias de receptores de activacion, inhibicion y
senescencia en células NK. Los receptores de activacion mas importantes son NKp46,
NKp30 y NKp44 que pertenecen a la familia de receptores citotéxicos naturales (NCR),
el grupo natural killer 2D (NKG2D) que pertenece a la familia de receptores tipo C,
molécula accesoria 1 de DNAX (DNAM1) que pertenece a la familia de moléculas de
adhesion a nectina y que activan los receptores de tipo inmunoglobulina de células NK
(KAR). Por el contrario, la familia mas importante de receptores de inhibicion
pertenece a la familia de receptores de células NK tipo inmunoglobulina (KIR), mientras
que la familia de receptores lectina tipo C NKG2 también incluye receptores inhibidores
de células NK como NKG2A (Konjevi¢ et al., 2016). En cuanto a la senescencia, esta
se caracteriza por la pérdida progresiva de la funcion de los linfocitos T debido a una
carga de antigeno elevada, y normalmente es expresada por el receptor CD57 (Kared,
Martelli, Ng, Pender, & Larbi, 2016)

3.6.1 Receptor NKG2D

El receptor NKG2D es un receptor de activacion (Wensveen, JelenCi¢, & Polic,
2018) que pertenece a la familia de lectinas tipo C y pertenece al grupo NK 2 (NKG2)
de receptores como miembro D (Zafirova et al., 2011). Consta de un homodimero de
dos proteinas transmembranales unidas por puentes disulfuro, con dominios
intracelulares muy cortos que no tienen propiedades de sefalizacion (Houchins et al.,
1991). La transduccidén de sehales opera a través de dos proteinas adaptadoras,
DAP10 y DAP12, que se asocian con el receptor como homodimeros (Gilfillan et al.,
2002). El receptor NKG2D es expresado al inicio del desarrollo de las células NK
(Carotta et al., 2011). Este receptor juega un papel importante en el reconocimiento y
eliminacién de células potencialmente peligrosas, educacion de células NK en la
médula 6sea y tolerancia periférica a la exposicion crénica al ligando (Wensveen et al.,
2018).

3.6.2 Receptor NKG2A

El receptor NKG2A es un receptor de inhibicién en células NK (Braud et al.,

1998) perteneciente a la familia de receptores lectina tipo C (Valiante et al., 1997),
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conformado por heterodimeros unidos por puentes disulfuro expresados como
proteinas de membrana tipo Il (Natarajan et al., 2002). Su funcion es reconocer al
antigeno E del complejo mayor de histocompatibilidad (MCH) clase | en humanos (Lee
et al., 1998). Esta interaccion contribuye en la activacién de los mecanismos de auto-

tolerancia de las células NK para reconocer células normales (Raulet, 2006).

3.6.3 Receptor CD57

El antigeno CD57 es un epitopo de carbohidratos sulfatados de 100-115 kD. En
células NK es considerado como un marcador de maduracion (Kared et al., 2016) dado
que las NK CD57* se caracterizan por tener un fenotipo maduro, una capacidad
citotoxica elevada, menor capacidad proliferativa, mayor sensibilidad a la estimulacion

a través de CD16 y menor capacidad de respuesta a las citocinas (Lopez et al., 2010).
3.7 Citocinas

Las citocinas son moléculas de sefalizacidn que participan en las respuestas
inmunes al permitir la comunicacion de célula a célula y el reclutamiento de células
inmunes a sitios de infeccion (Otagiri, Giam, Murphy, & Weaver, 2017). Estas se
clasifican en cuatro grupos:

. Interleucinas, cuya funcion es mediar la sefalizacion entre
linfocitos y otros leucocitos.
o Interferones, se producen en respuesta a infeccién por virus y

existen tres tipos de interferon: tipo I, interferén-a (IFN-a) y el IFN-3; tipo II,

conformado por IFN-y; y tipo Ill, IFN — A (Tizard, 2013). Comparten funciones

antivirales, tienen capacidad antiproliferativa, efectos inmunomoduladores y

actividad antitumoral (Mata & Hernandez, 2008).

o Factor de necrosis tumoral (TNF), son secretadas por macrofagos

y células T. Principalmente reconocidas por su actividad antitumoral, y

pertenecen a la superfamilia TNF, que participa en la regulacién inmunitaria e

inflamacion. TNF-a es el mediador clave de la inflamacion aguda (Tizard, 2013).

. Quimiocinas. Desempefan un papel importante en la quimiotaxis,

la circulacion, la migracién y la activacion de los leucocitos, especialmente en
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la inflamacién. Un ejemplo tipico de quimiocina es CXCL8 (también conocido
como IL-8) (Tizard, 2013).

3.7.1 Interleucinas

Las interleucinas, son citocinas que median sefializacidén entre linfocitos y otros
leucocitos. Estan numerados secuencialmente en el orden de su descubrimiento.
Debido a que su definicion es tan amplia, las interleucinas son una mezcla

heterogénea de proteinas con poco en comun excepto su nombre (Tizard, 2013).

3.7.1.1 Interleucina-1 (IL-1)

Son péptidos activos de 17-kDa mediadores de la inflamacion producidos por
macrofagos, células dendriticas, linfocitos T y B, células NK, endotelio vascular,
fibroblastos y queratinocitos. Entre sus funciones es induccion de fiebre, activacion de
linfocitos T y macrofagos. IL-18 e IL-1a pertenecen a esta familia, siendo las formas
mas conocidas. IL-18 es una citocina inducible producida principalmente por
monocitos y macrofagos pero también por neutréfilos. Mientras que IL-1a también es
inducible en células mieloides, el precursor de IL-1a esta presente en todas las células
mesenquimales (Abbate et al., 2020; Otagiri et al., 2017; Tizard, 2013).

3.7.1.2 Interleucina-2 (IL-2)

Es una proteina globular glucosilada de 15 kDa producida por linfocitos Th1 y
NK. IL-2 activa los linfocitos T reguladores, linfocitos T citotoxicos y células NK. IL-2
estimula la proliferacion y la citotoxicidad de los linfocitos T. IL-2 es esencial para el
mantenimiento de linfocitos T reguladores (Treg) al promover la generacion,
supervivencia y actividad funcional de linfocitos Treg, ademas también participa en la
induccion de respuestas inmunes estimulando la proliferacion y diferenciacion de
células T "convencionales" (Abbas, Trotta, Simeonov, Marson, & Bluestone, 2018;
Otagiri et al., 2017; Tizard, 2013).
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3.7.1.3 Interleucina-4 (IL-4)

Una proteina de 15 kDa producida por linfocitos Th2 activados, mastocitos y
basofilos activados. Actua sobre linfocitos B, células T, macrofagos, células
endoteliales, fibroblastos y mastocitos. IL-4 estimula el crecimiento y la diferenciacion
de los linfocitos B. En los linfocitos T, IL-4 induce la diferenciacion de linfocitos T CD4
virgenes en linfocitos Th2, en linfocitos B, IL-4 dirige el cambio de clase de
inmunoglobulinas (Ig) a IgG1 e IgE, y en macrofagos, junto con IL-13 participan en su
activacién (Junttila, 2018; Otagiri et al., 2017; Tizard, 2013).

3.7.1.4 Interleucina-6 (IL-6)

Es una glicoproteina de 25 kDa producido principalmente por monocitos y
macréfagos activados, linfocitos T y B, hepatocitos, células endoteliales, fibroblastos,
queratinocitos, células mesangiales y adipocitos. IL-6 es una citocina pleiotropica y
puede influir en varios procesos inmunes Yy fisioldgicos, se caracteriza por ser inductor
de fiebre, estimular el crecimiento y diferenciacion de linfocitos T y B, y participar en
la produccion de proteinas en fase aguda (ej., Proteina C reactiva, hepcidina, etc.)
(Otagiri et al., 2017; Uciechowski & Dempke, 2020).

3.7.1.5 Interleucina-8 (IL-8)

IL-8 (o también denominada CXCLS8) es una proteina relativamente pequefia
(8,4 kDa) producida por macréfagos y células endoteliales. Su principal funcion es la

atraccion y activacion de los neutréfilos (Tizard, 2013).

3.7.1.6 Interleucina-10 (IL-10)

Es una proteina homodimérica no glucosilada de 19 kDa que actua como
citocina inmunosupresora y antiinflamatoria, inhibe la funcién de los linfocitos T, células
NK y macrofagos. Es producido principalmente por linfocitos Th2, pero también por
macrofagos tipo M2, células NK y algunas células dendriticas. Sus objetivos son los
linfocitos Th1, linfocitos B, macrofagos, células NK y mastocitos (Otagiri et al., 2017;
Saraiva, Vieira, & O’'Garra, 2020; Tizard, 2013).
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3.7.1.7 Interleucina-12p70 (IL-12p70)

Un heterodimero de 75 kDa que consta de subunidades de 35 y 40 kDa unidas
por puentes disulfuro (p35 y p40), que juntos conforman IL-12p70 en su forma activa.
IL-12p70 es producido por monocitos y macréfagos, células dendriticas, linfocitos B y
queratinocitos. Es el principal activador de los linfocitos Th1 y las células NK(Otagiri
et al., 2017; Thompson & Orr, 2018; Tizard, 2013).

3.7.1.8 Interleucina-17A

IL-17A pertenece a la familia de IL-17 de seis proteinas (IL17A a F) producidas
por linfocitos Th17 y otras células inmunitarias innatas. Son homodimeros unidos por
disulfuro de 35 kDa. IL-17A se produce a partir de células hematopoyéticas, incluyendo
Th17, linfocitos T citotoxicos CD8 + (Tc17), linfocito T yd, células NKy linfocitos Th17.
Las moléculas de IL-17 estimulan a los macréfagos y las células endoteliales para que
secreten citocinas y quimiocinas proinflamatorias, lo que conduce al reclutamiento y
activacidon de neutrdfilos contra patdogenos extracelulares. Los miembros de la familia
IL-17 juegan un papel clave en el desarrollo de la inflamacion aguda, en las
enfermedades autoinmunes e infeccion por hongos (Cua & Tato, 2010; Furue et al.,
2020; Tizard, 2013).

3.7.2 Interferones

Los interferones son citocinas producidas en respuesta a infeccion por virus o
estimulacién inmunolégica. Existen tres tipos de interferdn: tipo I, interferén-a (IFN-a)
y el IFN-B; tipo Il, conformado por IFN-y; y tipo Ill, IFN — A (Tizard, 2013). Los
interferones de tipo | son principalmente antivirales con una funcién inmunorreguladora
secundaria. En el caso de los interferones de tipo Il y Ill, como IFN-y e IFN-A, activan
los programas antimicrobianos intracelulares e influyen en el desarrollo de respuestas

inmunitarias innatas y adaptativas (Ilvashkiv & Donlin, 2014; Tizard, 2013).
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3.7.2.1 Interferon-y

IFN-y es de tipo Il de interferones, es una glicoproteina de 17 kDa producida
principalmente por células CD4 + Th1, por algunas células T CD8 + y por células NK;
y actuando sobre los linfocitos T y B, células NK y macrofagos. IFN-y activa los
macrofagos hacia el fenotipo M1, que se caracteriza por la expresion de altos niveles
de citocinas proinflamatorias como IL-1, IL-12, IL-23 y TNF-qa; alta produccion de
nitrdgeno reactivo e intermedios de oxigeno; mayor expresion de moléculas MHC y
componentes de procesamiento de antigenos en linfocitos T y B, cambio de clase de
Ig en linfocitos B; y supresion de respuestas TH17 y TH2 (Green et al., 2017; Otagiri
et al., 2017; Tizard, 2013).

3.7.3 Factores de Necrosis Tumoral (TNF)

Los TNF pertenecen a una gran familia de citocinas relacionadas, la
superfamilia TNF, entre los que se incluye a TNF alfa (TNFa) y TNF beta (TNFB). Son
producidos principalmente por monocitos / macréfagos, pero también es secretado por
linfocitos T y B, mastocitos, células NK, neutrdfilos, fibroblastos y osteoclastos. TNF
participa en la regulacién de una serie de vias que abarcan una reaccién inflamatoria
inmediata de la respuesta inmune innata, asi como la activacion y proliferacién celular,
y la muerte celular programada o necrosis (Holbrook et al., 2019; Tizard, 2013; Wen,
2013)

3.7.3.1 Factor de necrosis tumoral-a (TNF-a)

Es una proteina soluble de 17 kDa producida por macréfagos, mastocitos,
linfocitos T y B, células endoteliales, adipocitos y fibroblastos. TNF-a es el inductor
central de inflamacién, provocando un espectro amplio de respuestas celulares, como
la activacion y migracién de leucocitos, fiebre, respuesta de fase aguda, proliferacion
celular, diferenciacion y apoptosis (Otagiri et al., 2017; Tizard, 2013; Zelova & Hosek,
2013).
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3.7.4 Quimiocinas

Las quimiocinas son una familia de proteinas pequenas secretadas que se
clasifican segun la presencia de cuatro residuos de cisteina conservados: CC, CXC,
CX3C y C (Suffee et al., 2011). Las quimiocinas juegan un papel importante en el
reclutamiento selectivo de monocitos, neutrdfilos y linfocitos, asi como en la induccion
de quimiotaxis mediante la activacidon de receptores acoplados a proteina G
(Deshmane et al., 2009).

3.7.4.1 Proteina inducida por interferén y (CXCL10/IP-10)

La quimiocina 10 del motivo C—X—C (CXCL10) también conocida como proteina
inducida por interferon y de 10 kDa (IP-10) es una citocina que pertenece a la familia
de quimiocinas CXC. Se expresa en linfocitos y monocitos. Participa en el trafico de
monocitos y linfocitos Th1 activados hacia sitios de inflamacion a través de la
interaccion con el receptor de quimiocinas CXCR3. CXCL10 es una molécula
pleiotrépica capaz de ejercer potentes funciones bioldgicas, incluida la actividad
quimiotactica de las células CXCR3+, induccion de apoptosis, regulacion del
crecimiento y proliferacion celular, asi como la angiogénesis en enfermedades

infecciosas e inflamatorias y cancer (Liu et al., 2011; Ruhwald et al., 2007).

3.7.4.2 Proteina quimiotactica de monocitos-1 (MCP-1)

La proteina quimioatrayente de monocitos-1 (MCP-1 / CCL2) es un miembro de
la familia de quimiocinas C-C y un potente factor quimiotactico para los monocitos. Es
producido por diferentes tipos de células, incluidos monocitos, macrofagos, células
endoteliales, células del musculo liso, fibroblastos, células epiteliales, células
mesangiales, células astrociticas y células microgliales. MCP-1 regula la migracion e
infiltracion de monocitos, linfocitos T de memoria y células NK. Ademas, participa en
la inmunidad adaptativa, controlando la diferenciacion preferencial de los linfocitos T
helper (Th) hacia un fenotipo Th1 o Th2 (Bianconi, Sahebkar, Atkin, & Pirro, 2018;
Deshmane et al., 2009).
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3.7.4.3 MIG/CXCL9

La monocina inducida por interferon gamma (IFN)-y (MIG) es un citocina
quimioatrayente de linfocitos T también llamada ligando 9 de quimiocina (CXCL9), y
es inducida por IFN-y. Los producen CXCL9 en respuesta a IFN-y. Una alta
concentracion de CXCL9 en sangre periférica se considera como un marcador de una
respuesta Th1, donde los linfocitos Th1 reclutados al sitio de inflamacion aumentan el
IFN-y y TNF-a estimulando la secrecion de CXCL9 en monocitos/macréfagos,
neutrofilos, queratinocitos, células endoteliales, células epiteliales; conduciendo a un
bucle de retroalimentacién positivo. Este aumento de CXCL9 sérico se ha visto en
glomerulonefritis, autoinmunidad, artritis reumatoide, aterosclerosis, psoriasis y

dermatitis alérgica de contacto (Antonelli et al., 2011; Elia & Guglielmi, 2018).

3.7.4.4 RANTES/CCL5

La quimiocina regulada tras activacion, expresada y secretada en linfocitos T
normales (RANTES), conocida también como CCL5, es miembro de la familia de
quimiocinas CC y es una proteina de 7.8kDa, que participa en la inflamacion crénica
al inducir la migracion de Th1 linfocitos, monocitos / macrofagos y células asesinas
naturales en sitios inflamatorios. Es secretada por células endoteliales, células de
musculo liso, macréfagos, plaquetas y linfocitos T (Koya et al., 2006; Suffee et al.,
2011). Media la quimiotaxis de monocitos/macréfagos, linfocitos T de memoria y
TH2/TH1, células NK, basdfilos, eosinofilos y células dendriticas inmaduras a través
de la union a los receptores de quimiocinas CCR1, CCR3 y CCR5 (Appay & Rowland-
Jones, 2001). Se ha demostrado que RANTES modula la produccién de citocinas tipo
Th2 a citocinas de tipo Th1. También induce la regulacién positiva de citocinas Th1
(IL-2 e IFN-y) y Th2 (IL-5) (Koya et al., 2006).

3.8 Respuesta inmune (células NK) ante rickettsiosis

Poco es lo que se conoce del inmunofenotipo de células NK durante el curso de
la fase aguda por rickettsiosis. En adultos mayores infectados con Orienta
tsutsugamushi (n=62) cursando la fase aguda de la enfermedad se encontré un
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aumento significativo de células NK con alta expresion de CD69 en comparacion con
los controles (n=62), este resultado se interpreté como un reflejo de la severidad de la
infeccion (Kang et al., 2017) dado que durante los periodos de infeccion grave, se
produce una activacion irregular de las células NK que amplifica la inflamacion
sistémica y acelera el desarrollo de la sepsis y lesion de 6rganos. Durante este periodo
las células NK pueden secretar grandes cantidades de IFN-y y TNF-a que induce una
tormenta desenfrenada de citocinas proinflamatorias y una mayor secrecion de
citocinas inductoras de IFN-y/TNF-a por las células dendriticas y los macréfagos que
establecen un circuito de retroalimentacion positivo que sirve para aumentar la
activacion de las células NK. Ademas, las células NK citotdxicas aceleran el proceso

de necrosis tisular, agravando la inflamacion sistémica (Guo et al., 2017).

3.9 Respuesta inmune (citocinas) ante rickettsiosis

A lo largo de las ultimas dos décadas diversos autores han determinado el perfil
de citocinas (IFNy, IL-1B3, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12p70, IL-13, IL-17A,
IL-17F, IL-21, IL-22, IP-10, MCP-1, MIP-1a, MIP-13, PDGF-BB, RANTES, TNFa vy
VEGF) durante la fase aguda de rickettsiosis en nifios, jovenes y/o adultos.

En nifios infectados con Rickettsia felis (n=23) hubo un aumento significativo de
IL-8, IP-10, MCP-1, MIP-1a y VEGF cuya principal funcién es atraer a las células
inmunitarias a los sitios de infeccién y probablemente reflejan las respuestas iniciales
del huésped a R. felis (Rauch et al., 2018a). En adultos infectados con R. africae
(n=15) donde se evalu6 unicamente IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, IFNy, MIP-1a, TNFa y
RANTES, presentaron un aumento significativo de IL-6, IL-8, IL-10, MIP-1a, TNFa y
RANTES en comparacién con los controles sanos (n=14), esta respuesta inflamatoria
se atribuye a la activacion de las células endoteliales acompafiada de una regulacion

positiva de varias citocinas y quimiocinas inflamatorias (Jensenius et al., 2003).

Otro estudio realizado en un adulto mayor infectado con R. slovaca se encontré
un aumento aparente de IFNy, IP-10 y MIP-1a en comparacion con los controles sanos

(n=20), lo que refleja la activacion de células inmunitarias y células endoteliales
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infectadas por Rickettsia, y la atraccion de linfocitos T (Tappe et al., 2018). En el
estudio mas reciente realizado en individuos desde 4 hasta 80 afios infectados con R.
typhi (n=17) presentaron un aumento significativo de IFNy, IL-8, IL-1B, IL-6, IP-10,
VEGF, MIP-1a, MIP-18 en comparacion con el grupo control (Rauch et al., 2018b),
demostrando asi un patrén inflamatorio similar independientemente de la edad del

individuo.

4. HIPOTESIS

Los pacientes con rickettsiosis en fase aguda presentan un aumento en los
niveles de citocinas proinflamatorias, una disminucion significativa de NK efectoras y

NK con expresion de NKG2D en comparacion con controles sanos.

5. JUSTIFICACION

El aumento de la incidencia de rickettsiosis en la poblacion del pais
(principalmente en Chihuahua, Sonora y Baja California) y la falta de herramientas para
generar su diagnéstico certero, ha propiciado un incremento en las defunciones de
acuerdo a la Direccion General de Epidemiologia. Por tanto es importante la
determinacién del inmunofenotipo de células NK y perfiles de citocinas asociados a
esta enfermedad, sobre todo durante la fase aguda dado que es la etapa clave en la
recuperacion del paciente. Ademas, proporcionara informacion a los médicos sobre el
estado inmunoldgico del paciente que les permita tomar decisiones acertadas sobre el

cuidado paliativo y tratamiento del paciente.
6. OBJETIVO GENERAL

Determinar el perfil de citocinas e inmunofenotipo de células NK obtenidas de
pacientes con diagnostico de rickettsiosis en fase aguda.
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7. OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Analizar el inmunofenotipo de NK (células natural killer) de pacientes
con rickettsiosis y donadores sanos.
b) Determinar el perfil de citocinas en suero de pacientes humanos con

rickettsiosis y donadores sanos.

8. MATERIALES Y METODOS
8.1 Sujetos de estudio y criterios de inclusion

La cohorte del estudio comprendié 4 pacientes con rickettsiosis (2 nifias y 2
nifos; media edad x DE, 5-10 afios) y 8 controles sanos emparejados por edad y sexo
(4 ninos y 4 nifas; edad media + DE, 5-10 afios). Los diagndsticos de los pacientes
requirieron la deteccion del gen OmpA+ de rickettsia spp. mediante PCR, y no tener
antecedentes de trastornos de tipo autoinmune, cardiovascular, cerebral y/o
osteoarticular; procesos infecciosos agudos secundarios, e ingesta de medicamentos
previo a la primer toma de muestra. Todos los controles sanos se reclutaron en el
estado de Chihuahua, México, que era la misma area donde se habian infectado los
pacientes. Los controles no tenian antecedentes de mordedura de garrapata previo a
la toma de muestra; trastornos de tipo autoinmune, cardiovascular, cerebral y/o
osteoarticular; procesos infecciosos agudos, e ingesta de medicamentos previo a la

toma de muestra.

8.2 Declaracion de ética

El protocolo del estudio cumpli6 con los lineamientos establecidos en el
Reglamento de la Ley General de Salud en materia de investigacion para la salud, la
Declaracion de Helsinki y a las Buenas Practicas Clinicas emitidas por la Comision
Nacional de Bioética. También fue aprobado por el Comité de Etica en Investigacion
de la Facultad de Medicina y Ciencias Biomédicas de la Universidad Autbnoma de

Chihuahua con el numero de registro CI-056-19.
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8.3 Toma de la muestra

A cada individuo se le extrajo muestra sanguinea por puncidon venosa y se
recolectaron en tubos con anticoagulante EDTA. Para analisis en citometria de flujo,
después del momento de la extraccion las muestras se mantuvieron a una temperatura

de 2°C y fueron llevadas inmediatamente al laboratorio para su analisis.

8.4 Extraccion del ADN en sangre

Una vez que las muestras fueron descongeladas y homogenizadas por
inversion, fueron tomados 250 pL de sangre total, la cual fue depositada en un
microtubo de 1.7 mL, posteriormente se afiadié 500 pL de solucion buffer lisis (Tris HCI
0.2 M, EDTA 10 mM, NaCl 0.5 M y SDS 1mg/mL). Después de mezclar por inversion,
le fueron resuspendidos 2.5 yL de proteinasa K (25 mg/mL), la muestra fue mezclada
por vortex durante 2 s, para posteriormente incubar a 56 °C por 15 min, este paso se
repitid nuevamente. Una vez realizada la segunda incubacién la muestra se enfrié a
temperatura ambiente por 30 s, y mezclada en vortex durante 2 s, para posteriormente
volverse a incubar en el termoblock a 100 °C por 10 min. Transcurrido ese tiempo se
dejo enfriar por 3 min a temperatura ambiente. Después se procedié a realizar el
primero de los tres lavados, donde le fueron adicionados a la muestra 400 uL de Fenol:
Cloroformo: Alcohol Isoamilico (24:24:1), se continué con la homogenizacion utilizando
el vortex por 2 s. Una vez homogenizada la muestra fue centrifugada a 12 000 rpm
durante 3 min. Después de realizar el segundo lavado, fue recuperada la fase acuosa
en un nuevo microtubo, repitiéndose este procedimiento nuevamente. Al finalizar el
tercer lavado, fue recuperada y contabilizada la fase acuosa en un nuevo microtubo,
donde se le anadié 1—10 de los uL obtenidos, de acetato de sodio (C2H3NaO2 a 3M, pH
5.4) y 2 volumenes de etanol 100 % frio. Luego, se mezcld por inversion y fue
almacenada a -20 °C durante 24 horas. Después de transcurrido ese tiempo se realizé
una centrifugacion a 12 000 rpm durante 15 min, para luego decantarse el
sobrenadante cuidadosamente, para no desechar el pellet y afadirsele 500 pL de

etanol frio al 75 %. Después se realiz6 otra centrifugacion a 7 500 rpm durante 5 min,
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repitiéndose este paso nuevamente. Al culminar el ultimo lavado, se procedid a la
decantacion cuidadosa del sobrenadante, dejandose secar el pellet durante 15 min
con el microtubo boca abajo, sobre un papel adsorbente. La resuspension para la
dilucion del pellet fue realizada en 30 o 40 pyL de agua estéril. Las muestras de ADN
fueron almacenadas posteriormente a -20 °C hasta su cuantificacion y utilizacion para

realizar el diagndstico molecular por la técnica de PCR punto final.

8.5 Cuantificacion de ADN

La cuantificacion y la pureza del ADN extraido de sangre se calcularon mediante
la espectrofotometria con ayuda del NanoDrop 2000. Este procedimiento fue realizado
calibrando a cero el NanoDrop 2000 con 2 uL de agua estéril (diluyente del ADN),

depositandose posteriormente 2 uL de cada una de las muestras para estimar la
’ .y . A260 . .
pureza del ADN segun la relacién de absorbancia 780 considerandose un ADN de

pureza estable, a una relacién < A2.00 y >A1.50 por cada 2 uL. La concentracién de
ADN (ng/uL) se calculd usando el nivel de absorbancia a 260 nm (A260) para alcanzar
una templado de 200 ng/25 uL. Entre cada cuantificacion fueron realizados de tres a

cinco lavados con agua estéril.

8.6 Amplificacion de los genes OmpA1 y gltA para el diagnéstico de FMMR

Para la amplificacion de PCR fue utilizado un templado de 200 ng de ADN,
adicionandosele 1 pyL de cebador Rr190.70p o sentido (20 mM) y 1 uL de cebador
Rr190.602n o antisentido (20 mM), 12.50 yL de Master mix (ANTPs 10 mM, MgCl2 3
mM y Taq Polimerasa 50 U/uL) (Promega, Madison, WI) y la cantidad necesaria de
agua destilada para obtener una reaccion con un volumen total de 25 uL. El control
negativo contd solamente con los cebadores, el Master mix y agua; y el control positivo
estuvo compuesto de los cebadores, el Master mix, el agua estéril y 5 yL de muestra
positiva a R. rickettsii confirmada por secuenciacion y donada por el Laboratorio de

Salud Publica de la Universidad Autonoma de Baja California.
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Tabla 1. Oligonucledtidos para el diagnéstico molecular de FMMR.

Fragmento
(Tamaiio del Oligonucleétidos 5°-3"

amplicén)

Condiciones PCR
(T°/Tiempo/N° ciclo)

Referencia

Rr190.70p: ATGGCGAATATTTCTCCAAAA
OmpA (532 pb)
Rr190.602n: AGTGCAGCATTCGCTCCCCCT

95°C 5 min.
95°C 40 seg.
58 °C 30 seg.
72°C 1 min.

72°C 8 min.

1 Ciclo

35 Ciclos

1 Ciclo

(Regnery et
al., 1991)

Rr190.70p: ATGGCGAATATTTCTCCAAAA
gltA (401 pb)
Rr190.602n: AGTGCAGCATTCGCTCCCCCT

95°C 5 min.
95°C 40 seg.
58 °C 30 seg.
72°C 1 min.

72°C 8 min.

1 Ciclo

35 Ciclos

1 Ciclo

(Regnery et
al., 1991)

8.7 Analisis electroforético

Los productos de amplificacion fueron corridos a 100 V durante 45 min mediante

una electroforesis horizontal en geles de agarosa al 2.2 %. Los geles fueron prepararon
con 20 o0 40 mL de buffer TAE 1X (40 mM Tris-acetate y 1 mM EDTA, pH 8.3), 0.44 o
0.88 gr de agarosa y 10 o 20 uL de Bromuro de Etidio al 0.1 % para geles de 8 y 16

pozos respectivamente. En cada pozo del gel se cargd un volumen de 10 yL de

producto de PCR y fue utilizado un marcador de peso molecular de 100 pb DNA ladder

Promega. Los geles electroforéticos fueron visualizados en el transiluminador, y

fotodocumentados utilizando el sistema EDAS 290 Kodak (Eastman Kodak Company,

Rochester, NY).
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8.8 Analisis del perfil de citocinas proinflamatorias

Las muestras de sangre total se centrifugaron a 1500 rpm por 5 minutos para
separar el suero del componente celular, y se preparo el tubo de master mix del kit
Human Inflammatory cytokine de BD science 551811 conformado por IL-18, IL-6, IL-
8, IL-10, IL-12p70 y TNFa. Posteriormente se afiadieron en tubos eppendorf de 1.5mL:
50 pL de suero, 50 uL de master mix y 25 pL de ficoeritrina (PE). Se incubaron durante
1.5 horas en oscuridad a temperatura ambiente, después se agregaron 1 mL de
tampodn de lavado a cada tubo para luego centrifugarlos a 200 g durante 5 minutos. Se
afiadieron 300 pyL de tampdn de lavado en cada tubo para resuspender el granulo.
Finalmente las muestras resuspendidas fueron adquiridas en el citometro BD Accuri™
C6 Plus Flow y analizadas en Flow Jo software (versién 10; BD Science, San Diego,
CA).

8.9 Analisis del perfil de quimiocinas

Las muestras de sangre total se centrifugaron a 1500 rpm por 5 minutos para
separar el suero del componente celular, y se preparé el tubo de master mix del kit
Human Chemokine de BD science 552990 conformado por IP-10, MCP-1, MIG,
RANTES e IL-8. Posteriormente se anadieron en tubos eppendorf de 1.5ml: 50 pL de
suero, 50 yL de master mix y 25 uL de ficoeritrina (PE). Se incubaron durante 3 horas
en oscuridad a temperatura ambiente, después se agregaron 1 mL de tampdn de
lavado a cada tubo para luego centrifugarlos a 200 g durante 5 minutos. Se anadieron
300 ul de tampon de lavado en cada tubo para resuspender el granulo. Finalmente las
muestras resuspendidas fueron adquiridas en el citometro BD Accuri™ C6 Plus Flow

y analizadas en Flow Jo software (version 10; BD Science, San Diego, CA).

8.10 Analisis del perfil de citocinas Th1/Th2/ Th17

Las muestras de sangre total se centrifugaron a 1500 rpm por 5 minutos para

separar el suero del componente celular, y se prepar6 el tubo de master mix del kit
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Human Th1/Th2/Th17 de BD science 560484 conformado por IL-2, IL-4, IL-6, IL-10,
IL-17A, TNF-a e IFN-y. Posteriormente se afiadieron en tubos eppendorf de 1.5mL: 50
ML de suero, 50 L de master mix y 25 uL de ficoeritrina (PE). Se incubaron durante 3
horas en oscuridad a temperatura ambiente, después se agregaron 1 mL de tampon
de lavado a cada tubo para luego centrifugarlos a 200 g durante 5 minutos. Se
afiadieron 300 pyL de tampdn de lavado en cada tubo para resuspender el granulo.
Finalmente las muestras resuspendidas fueron adquiridas en el citometro BD Accuri™
C6 Plus Flow y analizadas en Flow Jo software (version 10; BD Science, San Diego,
CA).

8.11 Determinacién del inmunofenotipo de células NK

Se extrajeron 100 ul sangre total de cada muestra y se tifieron con los siguientes
anticuerpos monoclonales y reactivos: 1.5 pL de anti-CD3 conjugado con Super Bright
600 (Clona: OKT3, N° 63-0037-42), 1 yL de anti-CD16 conjugado con aloficocianina-
H7 (Clona: 3G8, N° 560195), 1.5 uL de anti-CD56 conjugado con aloficocianina (Clona:
CMSSB, N° 17-0567-42), 5.0 uL de anti-CD57 conjugado con Pacific Blue (Clona:
TBO01, N° 12-0577-42), 2.5 pyL de anti-NKG2D conjugado con Isotiocianato de
fluoresceina (Clona: 1D11, N° 11-5878-42), y 7.5 pyL de anti-NKG2A conjugado con
Brilliant™ Blue 700 (Clona: 131411, N° 747926) (todos los anticuerpos Thermo Fisher,
Waltham, MA) (Tabla 1). Las muestras se incubaron en oscuridad por 15 min, después
se les anadié 2 mL de buffer de lisis (BD Solucion BD FACS™ de lisado concentrada

10X, San Diego, CA), y se incubaron en oscuridad por 10 min. Posteriormente, se
agregaron 2 mL de solucion salina tamponada con fosfato (PBS) y se centrifugaron a
1’800 rpm por 5 min para retirar sobrenadante, se les afadid nuevamente 2 mL de
PBS y se volvieron a centrifugar a 1’800 rpm por 5 min. Luego de retirarles el
sobrenadante, se resuspendieron en 500 pL de PBS. Finalmente las muestras
resuspendidas fueron adquiridas en el citdmetro Attune NxT y analizadas en Flow Jo
software con el cual se determiné la estrategia de gates a utilizar para identificar las

poblaciones celulares (Fig. 1) (Version 10; BD science, San Diego, CA).
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Tabla 2. Anticuerpos monoclonales y reactivos empleados para la tincion de las
muestras sanguineas.

Blanco Fluorocromo | Clona N° catalogo Marca
CD3 Super Bright | OKT3 63-0037-42 Thermo Fisher
600 (SB 600)
CD16 Aloficocianina- | 3G8 560195 Thermo Fisher
H7 (APC-H7)
CD56 Aloficocianina | CMSSB 17-0567-42 Thermo Fisher
(APC)
CD57 Pacific  Blue | TB0O1 (TB01) | 12-0577-42 Thermo Fisher
(PB)
NKG2D Isotiocianato 1D11 11-5878-42 Thermo Fisher
de
fluoresceina
(FITC)
NKG2A Brilliant™ Blue | 131411 747926 Thermo Fisher
700 (BB700) (RUO)
A c D
" escanrsca T raoAnrSCA | CompLIASCDYSuper Brght600A  CompRLIA: CDIAPGHTA
*‘hEs 1 ato 3 Es as 3~ ?13 ' ats
§.{r0s 205 § . {ns 5 § s 5.5

Figura 1. Representacion de estrategia de paneles para identificar subpoblaciones de células NK (%).
Panel A: Células. Panel B: Linfocitos. Panel C: Células NK. Panel D: a) células NK efectoras y b) células
NK citotoxicas. Panel E: Células NK con expresion de CD57. Panel F: Células NK con expresiéon de

NKG2A. Panel G: Células NK con expresion de NKG2D.
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8.12 Analisis estadistico

Los datos de porcentajes de células NK totales, NK efectoras y NK citotoxicas,
y sus niveles de expresion de CD57, NKG2D y NKG2A entre el grupo con rickettsiosis
y el grupo control no presentaron una distribucién normal, por tanto se sometieron con
prueba de Kruskall-Wallis y prueba de Dunn para comparaciones multiples. Los
valores de p inferiores a 0,05 se consideraron estadisticamente significativos. Se
empled el software GraphPad Prism version 7.0 (GraphPad Software, San Diego, CA)

para el analisis estadistico y trabajos graficos.

9. RESULTADOS

Se implementd un estudio de casos y controles donde se realiz6é una seleccion
de pacientes con diagnéstico de rickettsiosis (Fig. 2) y controles provenientes del
Estado de Chihuahua. Al grupo de pacientes se les realizé un analisis de NK y citocinas

al ingreso al hospital, y al 3er dia posterior a su ingreso (Fig. 3).

A) B)

C(-) C(+) Px1

C(-) C(+) Pxl1 Px2 Px3 Px4 M

Figura 2. Gel de agarosa al 2.2 % corridos a 100 V durante 45 min. A) Carril 1, Marcador de peso
molecular (M); carril 2, Control negativo C(-); Carril 3, Control positivo (532 pb OmpA1); Carriles Px1 a
Px4, se observan amplicones de 401 pb correspondientes al gen OmpA1. B) Carril 1, Marcador de peso
molecular (M); carril 2, Control negativo C(-); Carril 3, Control positivo (gItA 401 pb); Carriles Px1 a Px4,
se observan amplicones de 401 pb correspondientes al gen gltA.
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rickettsiosis) (n=4)
_Consentimiento
informado (n=12) Evaluacion 1: Analisis de Evaluacién 2: Analisis de citocinas - 3
citocinas al ingreso (n=4) dias después del ingreso (n=2)
i6n de paci T
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2020) (n=12)

Evaluacion 1: Analisis de citocinas
(n=8)

Controles (Individuos
sanos) (n=8)

Evaluacion 1: Analisis de
poblacion NK (n=6)

Figura 3. Diagrama de seleccion de sujetos con rickettsiosis y controles. Este diagrama de flujo
detalla el proceso de seleccion de pacientes y controles con las evaluaciones que se realizaron en
ambos grupos.

En los niveles de citocinas proinflamatorias en sueros de nifios con rickettsiosis
cursando la fase aguda de la enfermedad y en controles sanos, se encontré un
aumento significativo de IL-6, IL-8 e IL-10 en los pacientes a su ingreso al hospital en
comparaciéon con los controles. Mientras que no se encontraron variaciones en las
concentraciones de IL-1B, IL-12p70 y TNFa entre los pacientes y los controles (Fig. 4).
Al determinar los niveles séricos de quimiocinas (IP-10, MCP-1, MIG, RANTES e IL-
8), se encontré un aumento significativo de IP-10, MCP-1, MIG e IL-8 en los pacientes
a su ingreso al hospital en comparacion con los controles. No se encontrod variacion en

la concentracion de RANTES entre los pacientes y los controles (Fig. 5).
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Figura 4. Niveles de citocinas proinflamatorias en sueros de nifios con rickettsiosis durante la fase
aguda. Cuatro sueros de nifos infectados con Rickettsia rickettsii y ocho sueros de nifilos sanos se
analizaron en paralelo mediante el ensayo del kit de citocinas inflamatorias humanas basado en perlas.
Los datos se expresan como media + DE. Los analisis estadisticos se realizaron con la prueba de
Kruskal-Wallis y la posterior prueba de comparacién mdltiple de Dunn. Los asteriscos indican diferencias
estadisticamente significativas (* p <0.05, ** p <0.01).

Estas citocinas a su vez estan involucradas en las respuestas de linfocitos
colaboradores Th1, Th2 y Th17. Dentro de la respuesta Th1 se encontré un aumento
significativo de IFN-y en los pacientes a su ingreso al hospital en comparacion con los
controles. No se encontrd variacion de TNFa e IL-2. En la respuesta Th2, se encontré
un aumento significativo de IL-6 e IL-10 en los pacientes a su ingreso al hospital en
comparacion con los controles, pero no con IL-4, donde no se presentd variacion
significativa. En la respuesta Th17, no hubo variacion significativa de IL-17A entre los

pacientes y controles (Fig. 6).
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Figura 5. Niveles de quimiocinas en sueros de nifios con rickettsiosis durante la fase aguda.
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Figura 6. Niveles de citocinas involucradas en las respuestas Th1/Th2/Th17 en sueros de nifios con
rickettsiosis durante la fase aguda.

Al evaluar los niveles de NK totales, NK citotoxicas, NK efectoras, y NK con expresion
de CD57 NKG2D, NKG2A. Se encontrd una disminucion significativa de NK totales y
NK con expresion de NKG2D en los pacientes al ingreso en comparacion a los
controles. Asi mismo, se presentd una disminucion significativa de NK efectoras en los

pacientes al ingreso en comparacion al 3er dia (Fig. 7).
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Figura 7. Porcentaje de células NK (CD3-CD56 +), células NK efectoras (CD16dim CD56bright), células
NK citotoxicas (CD16bright CD56dim), células NK que expresan CD57 (CD56 + CD57 +), células NK
que expresan NKG2D (CD56 + NKG2D +) y células NK que expresan NKG2A (CD56 + NKG2A +) en
sueros de nifios con rickettsiosis durante la fase aguda y controles sanos. Se realizaron dos analisis en
paralelo en cuatro sueros de nifios con rickettsiosis. El primer andlisis al ingreso al hospital y un segundo
analisis 3 dias después del tratamiento, y el segundo suero de nifios sanos donantes de sangre. Los
datos se expresan como media + DE. Los analisis estadisticos se realizaron con la prueba de Kruskal-
Wallis y la posterior prueba de comparacion multiple de Dunn. Los asteriscos indican diferencias
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10. DISCUSION

Los estudios de FMRR in vivo en humanos evaluando niveles circulantes de
mediadores inflamatorios y NK son escasos probablemente debido a la poca
disponibilidad de muestras de pacientes. En el presente estudio, se observd que en
pacientes pediatricos con FMMR se caracterizé por un aumento sistémico de varias
citocinas proinflamatorias como de IL-6 e IL-8. Este incremento también se ha
reportado en otros estudios de pacientes con FMMR (Jensenius et al., 2003; Rauch
et al., 2018a; Rauch et al., 2018b), reflejando la activacién de monocitos/macrofagos
y células endoteliales infectadas por rickettsia, y atraccion de linfocitos T y NK (Sahni
& Rydkina, 2009; Tappe et al., 2018). A su vez, los niveles de IL-8, IP-10, MCP-1 y
MIG presentaron un aumento significativamente elevado en los pacientes a su ingreso
en comparacion con los controles. Estos niveles de quimiocinas son consistentes con
lo reportado en pacientes pediatricos infectados con R. felis durante la fase aguda.
Donde IL-8, IP-10 y MCP-1 atraen a las células inmunitarias a los sitios de infeccion y
probablemente reflejen las respuestas iniciales del huésped a R. rickettsii (Rauch et al.,
2018b). Se observé que los niveles plasmaticos de IL-10, un potente inhibidor de TNF-
a e IL-6, aumentaron significativamente en los pacientes a su ingreso al hospital. Este
resultado es consistente con estudios previos en pacientes con otras rickettsiosis
(Rickettsia africae y Rickettsia conorii) donde se observo un aumento significativo de
IL-10 alrededor del dia 12 después del inicio de los sintomas posiblemente asociado
a la prevencion de una respuesta inflamatoria desproporcionada (Jensenius et al.,
2003; Vitale et al., 2001).

Por otro lado, el decremento de NK circulantes (CD3-CD56") observado en los
pacientes pediatricos de este estudio, también se ha visto en pacientes con choque
séptico (de Pablo etal.,, 2012; Venet etal.,, 2010); y sepsis por bacterias Gram
negativas como Streptococcus pneumoniae y Staphylococcus aureus, y bacterias
Gram positivas del género Enterobacteria y Neisseria meningitidis. Siendo la sepsis

por bacterias grampositivas la que produjo una mayor disminucion de células NK

34



circulantes a comparacion de la sepsis por bacterias gramnegativas. Esto podria
indicar una activacion persistente de las células NK durante una infeccién grave por
bacterias grampositivas, cuya eliminacidn normalmente requiere respuestas del
hospedero muy organizadas, mientras que muchos patégenos gramnegativos, como
es el caso de este estudio, pueden ser destruidos eficazmente por el complemento y
los anticuerpos (Holub et al., 2003). Ademas, la reduccion observada en el numero de
células NK podria reflejar la activacion y desplazamiento de estas células a otros
tejidos (Guo et al., 2017). Adicionalmente, estudios previos en infecciones virales
agudas humanas como la influenza e infeccion por hepatitis B también encontraron un
decremento de células NK circulantes, también relacionado con la activacion y
desplazamiento de estas células a otros tejidos (Jost et al., 2011; Zheng et al., 2015).
Sin embargo, otros autores han informado de un aumento de las células NK en sepsis
severa por bacterias gramnegativas e infeccion aguda por fiebre de los matorrales,
causada por Orienta tsutsugamushi, que podria estar relacionado con el aumento de
la hematopoyesis, reclutamiento y autoproliferacion de células NK en respuesta a
citocinas y la estimulacion microbiana (Giamarellos et al., 2006; Guo et al., 2017; Kang
et al., 2017).

Al analizar el inmunofenotipo, se observd una disminucion de las células NK
efectoras (CD56°"9" CD169™) en los pacientes al 3°" dia posterior a su ingreso. No asi
con las células NK citotoxicas (CD569™ CD16°19"), al mostrar variacion entre pacientes
y controles. A su vez, se presentd una disminucion significativa en la expresion de
NKG2D de las células NK en los pacientes a su ingreso en comparacion al 3°" dia de
su hospitalizacién. Este resultado podria estar relacionado con el comportamiento
observado durante la infeccién por Orienta tsutsugamushi donde, aunque no se
observaron diferencias significativas en la proporciéon de subconjuntos de células NK
CD56bright / CD56dim entre pacientes y controles, exhibieron un fenotipo activado con
niveles mas altos de expresion de CD69 (Kang etal.,, 2017). Con base a esa
informacion posiblemente los pacientes de este estudio también estén presentando un
nivel alto de expresion de CD69 debido a la disminucion en la expresion de NKG2D,
receptor activador de NK, que participa en la induccion de la secrecién de IFN-y y la

regulacion positiva de CD69 (Stojanovic, Correia, & Cerwenka, 2018). Este evento a
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su vez podria ser una de las causas principales del aumento significativo en los niveles
plasmaticos de IFN-y, también descrito en pacientes con tifus murina (R. typhi) y en un
paciente con infeccion por R. slovaca. La respuesta temprana al IFN-y activa
mecanismos bactericidas intracelulares para controlar aun mas la propagacion de la

infeccién (Rauch et al., 2018a; Tappe et al., 2018).

11. CONCLUSION

En conclusion, el aumento de citocinas proinflamatorias junto con la disminucién
de NK circulantes con expresion de NKG2D durante la infeccion por R. rickettsii
sugieren un cuadro de sepsis severa 0 choque séptico. Estos datos podrian
proporcionar informacién sobre el estado de salud del paciente pediatrico y dado que
los nifos representan un grupo vulnerable en particular, es aun mas importante poder
hacer un diagndstico temprano para tratarlos adecuadamente. Sin embargo, se
requieren estudios adicionales de citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos,
linfocitos T y B, para elucidar las respuestas inmunitarias durante la infeccion por R.

rickettsii.
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Rickettsioses and other Tick-borne Diseases across the Border: Regional
Focus in Chihuahua
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Abstract. Rocky Mountain spotted fever is of public importance from clinical and
veterinary perspectives. During the last decade, cases have increased throughout
Mexico, along with other tick-borne diseases. The number of cases reported has
increased in northern states of the country that border the United States of America.
Studies to understand the current state of affairs with the tick vector and identification
of etiological agents also have increased. From the six border states, two in the
northwest and central region are of special interest because of the close proximity of
the populations from both regions -- Baja California (Tijuana-San Diego and Mexicali-
Calexico) and Chihuahua (Ciudad Juarez-El Paso). However, not much information
is available on the current situation of Rocky Mountain spotted fever and other
rickettsiosis in the State of Chihuahua. Because of increased clinical cases reported,
where Chihuahua was the State with the second most number of cases nationwide
in 2020, the purpose of this study was to identify methods of detection and vector-
collection strategies in the region.

Introduction

Tick-borne diseases are of clinical and veterinary importance in Mexico,
especially Rocky Mountain spotted fever caused by Rickettsia rickettsii, a neglected
disease important to public health. Despite Rocky Mountain spotted fever being a
disease requiring immediate follow-up by the National Directorate of Epidemiology,
with a total of 449 cases reported nationwide in 2019, the State of Chihuahua reported
most cases, with 98 confirmed, of which 39 were caused by Rocky Mountain spotted
fever and 59 by other rickettsiosis (Direccion General de Epidemiologia 2019). In
2018, Chihuahua was second in the number of cases of rickettsiosis nationwide,
behind the western neighboring State of Sonora with 77 cases, according to the state
laboratory of Public Health. Despite multi-institutional efforts to prevent tick-borne
diseases, emergence of Rocky Mountain spotted fever and other tick-borne diseases
in different municipalities across the State has been a challenge since the first two
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confirmed cases were reported in 2013. Little is known of the current prevalence of
ticks or identification of other pathogens related to vector-borne diseases such as
Anaplasma phagocytophilum (Foggie), other Rickettsia spp., and Borrelia burgdorferi
(Johnson). Literature on diagnostic tests approved by the World Health Organization
(WHO) and Centers for Disease Control and Prevention (CDC) for tick-borne
pathogens worldwide will not be reviewed here, but is available from Luce-Fedrow et
al. (2015), Portillo et al. (2017), and Yazid et al. (2018).

The geographical location of the State that borders New Mexico and Texas in
the US, and is the second largest binational metropolitan area at the US-Mexico
border called el “Paso del Norte”, emphasizes the importance of research on ticks
and identification of etiological agents of clinical and veterinary importance in the
region. Proper detection is highlighted by the overwhelming amount of work at the
centralized National Institute of Epidemiological Reference (INDRE, in Spanish) and
state-run laboratories. According to the National Center for Disease Prevention and
Control (CENAPRECE, in Spanish) through the Program of Prevention and Control
of Rickettsiosis, by November 2019 only 16% of probable cases of rickettsiosiswere
confirmed by a laboratory, of a total of 1,804 or 64% of 2,786 probable cases.
Chihuahua was the State with most deaths, a total of 21. It is important to consider
no official acknowledgment or updated knowledge of prevalence of other diseases
similar to rickettsiosis with relevance in public health, such as Lyme disease,
ehrlichiosis, and anaplasmosis. We reviewed current information on tick-borne
disease in the State of Chihuahua in northern Mexico, specifically geographical
distribution, and reported infections by ticks and diagnostic methods used.

Materials and Methods

For current information on Rocky Mountain spotted fever and other tick-borne
diseases, we referred to PubMed and SciELO (for articles in Spanish) and searched
“Chihuahua Rocky Mountain spotted fever”, “Chihuahua ticks”, “Chihuahua
rickettsiosis”, “Chihuahua tick-borne diseases”, “Rocky mountain spotted fever in
Chihuahua”, “tick-borne disease(s) Mexico”, “ticks in Chihuahua”, and “rickettsiosis
Mexico”. The search of literature focused on tick-borne diseases in Mexico (Fig. 1),
with a total of 373 articles from PubMed. We excluded 353 publications not related to
the topic, leaving 20 full-text publications. Another publication from SciELO, two
publications from bibliographies, three review papers from PubMed, one website, and
seven historical papers not in PubMed also were included.

Results

Taxonomic Identification. Since the early 20th Century, researchers like
Hoffman (1925), Bustamante and Varela (1943), and Tovar (1944, 1945) began to
report tick-borne diseases in Mexico where all effort was focused on rickettsiosis. One
of most significant works for identification of ticks from North America was by Bishopp
and Trembley (1945). Ticks identified in northern Mexico were Amblyomma
americanum (Linnaeus), A. cajennense (Fabricius), A. dissimile (Koch), and A.
maculatum (Koch), especially abundant in states bordering the Gulf of Mexico.
Dermacentor albipictus (Packard) was found in northern Mexico and D. andersoni
(Stiles) was identified in Arizona and New Mexico. D. nitens was abundant on the
east coast of Mexico.
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373 publications
retrieved from PubMed

353 excluded as
unrelated topic

20 publications full text
review and inclusionin
bibliography

1 publication added from
SciELO, 2 publications
added from bibliographies,
3 review papers added
from PubMed, 1 website, 7
historical papers not found
in PubMed.

34 includedin
bibliography

Fig. 1. Selection process for literature on “tick-borne disease(s) Mexico, Rocky
Mountain spotted fever, rickettsiosis Mexico, Chihuahua Rocky Mountain spotted
fever, Chihuahua ticks, Chihuahua rickettsiosis, Chihuahua tick-borne diseases”
focused on Rocky Mountain spotted fever and other rickettsiosis in the State of
Chihuahua, North Mexico.

The presence of Rhipicephalus sanguineus (Latreille) in South Texas also was
highlighted. In the State of Chihuahua, reports by Chavarria (1941) identified D.
andersoni, but the information still is not certain. Entomological surveys to collect ticks
and report prevalence in Chihuahua are becoming more important. Recently,

D. parumapertus (Neumann), Ixodes hearlei (Gregson), [ kingi (Bishopp),
Ornithodoros sp., and R. sanguineus s.l. were reported (Lopez-Pérez et al. 2019).

Rocky Mountain Spotted Fever in North Mexico. Refer to Table 1 and Figs.
2-3 for a summary. Rocky Mountain spotted fever is a potentially fatal disease caused
by Rickettsia rickettsii (Brumpt), an intracellular obligate bacterium transmitted to
humans by ticks (Harrell 1949). In the past decade, studies on the prevalence of R.
rickettsii in dogs, Canis lupus familiaris (Linnaeus), and ticks were reported for Baja
California (Tinoco-Gracia et al. 2009). In 2009, there was an outbreak of Rocky
Mountain spotted fever among residents who reported R. sanguineus and tick bites
at a community in Mexicali, Baja California, Mexico.
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Table 1. Rocky Mountain Spotted Fever and Other Rickettsiosis Analysis by Sample
and Diagnostic Test. Colors and numbers indicate location in Fig. 2.

Geographic (Author), color/
Sample area Diagnostic test number, Fig. 2
égnosh Samples analyzed using PCR (Lopez-Pérez
Tick C':,ip t;re, amplification glItA gene for R. rickettsii et al. 2019)
Melxigg . and flaB for Borrelia spp. (Green, 1)
Cochise, Santa
' Yagl t al.
Dog Cruz, Yuma, Serum samples tested by IFA. (ZO?I%;)?I;eed a1)
Arizona, USA ’
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California, USA phagocytophilum. 2019) (Red. 2)
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Fig. 2. Geographic representation of study areas with tick-borne pathogens at the
Mexico-US border between 2003 and 2019. Legend: Color code by type of study.
Green triangles and asterisk (*) indicate studies of ticks. Blue triangles, studies with
blood human samples. Red triangles indicate studies with dog blood samples. Black
triangles indicate studies of wild animals and horses. Maps were from Google Maps.
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Fig. 3. Most common diagnostic tests used on blood samples from dogs/wild animals
(orange circle), humans (blue circle), and ticks (green circle). All genes are used to
detect R. rickettsia except flab and 16SrRNA-23SrRNA used for Borrelia burgdorferi.

A later study determined the prevalence of vector ticks as a possible cause of
outbreak on 45 dogs at the Calexico shelter and 71 dogs at El Centro, CA. In total,
200 ticks were collected among the dogs. All the ticks were morphologically identified
as R. sanguineus. All were tested by real-time PCR targeting the 154-bp fragmentof
the ompA gene from R. rickettsii, but none was detected (Fritz et al. 2012).

In contrast, a previous study at Mexicali collected 96 adult ticks on 11 stray
dogs in a neighborhood where one patient was diagnosed with Rocky Mountain
spotted fever. The 12S mitochondrial rRNA was sequenced from DNA from ticks, and
R. rickettsii was detected by genetic typing of intergenic fragments RR0155- rpmB,
cspA-ksgA, and RR1240-tIc5. Thirty of 96 ticks (31%) were positive for R. rickettsii
(Eremeeva et al. 2011). This was one of the first studies to show R. rickettsii in ticks
where Rocky Mountain spotted fever had been reported. Between 2016 and 2017,
seroprevalence was surveyed in 752 dogs from Imperial County, a US county
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that borders Mexicali, Mexico. Blood samples were collected and tested using
immunofluorescence antibody assay (IFA) to detect R. rickettsii, Ehrlichia canis
(Moshkovski), and A. phagocytophilum. Total prevalence was 12% for R. rickettsia in
dogs (Estrada et al. 2019). To the west during the same period, animals in shelters
and rabies clinics in three southern Arizona counties (Cochise, Santa Cruz, and
Yuma) were studied near the Mexican border with the State of Sonora. In total, serum
from 217 owned and stray dogs was tested by IFA and showed total prevalence of
5% for spotted fever group rickettsia (SFGR) IgG antibodies, with seropositivity
ranging from 3 to 12% across the counties (Yaglom et al. 2018). Later studies found
similar prevalence among dogs from Arizona and Baja California. In Mexico, one
study of ticks from five municipalities in the State of Coahuila confirmed R. rickettsii
in engorged female ticks from 253 free-roaming dogs. In total, 1,238 ticks were
morphologically identified as R. sanguineus, of which 86% were engorged females
and 14% engorged nymphs. The ticks were put into 30 groups, their DNA was
purified, and conventional PCR assays were done using 23S-5S rRNA intergenic
spacer and the outer membrane protein (ompA) gene of R. rickettsii. The six groups
(each with six females) were positive for R. rickettsii DNA, with minimum infection of
3% (Ortega-Morales et al. 2019). In another study at Baja California, Coahuila, and
Sonora, seroprevalence of R. rickettsii was evaluated in 1,136 serum samples from
dogs and 942 ticks (413 adult females, 313 adult males, 215 nymphs, and one larva
morphologically identified as R. sanguineus s.l.) using IFA antibody assays in dogs
and real-time PCR assays targeting the first ompA gene in ticks. In total, 6% (69 dogs)
had antibodies to R. rickettsii, with most in Baja California (12%), followed by Coahuila
(4%), and then by Sonora (4%). Positive samples on ticks were sequenced using
assays for genus-specific Rickettsia, showing evidence of R. massiliae (Beati and
Raoult), R. parkeri (Lackman), and R. rickettsii by ompA PCR with further sequencing
(Pieracci et al. 2019).

Most studies (three of six) of rickettsiosis in humans were from the State of
Sonora (Table 1). Analysis of 104 children diagnosed with Rocky Mountain spotted
fever by IFA at a hospital at Sonora, indicated 20% died (Alvarez-Hernandez et al.
2015). During 2015 and 2016, four pregnant women were infected by Rocky Mountain
spotted fever. Diagnoses were confirmed by PCR targeting a conserved fragment of
805 bp of the citrate synthase (gltA) gene for R. rickettsii or by serological reactivity to
R. rickettsii antigens by IFA (Licona-Enriquez et al. 2017). Blood samples analyzed by
PCR targeting the glItA gene or IFA in 47 human deaths from 2013 to 2016 showed
allwere by R. rickettsii (Delgado-De la Mora et al. 2018). At Ensenada, Baja California,
a cross-sectional study between 2009 and 2011 collected 384 human blood samples
from patients older than 1 year. Antibodies against R. rickettsii were measured in
samples using R. rickettsia ELISA in dogs but adapted to humans with an anti-human
IgG conjugate. Sensitivity and specificity were determined using IFA in 32 samples.
Results showed adjusted seroprevalence of 4% of rickettsiosis for R. rickettsii not
associated with the sex, age, or occupation of humans or mobility of dogs between the
exterior and interior of houses according to seropositivity (Field- Cortazares et al.
2015). Four years later, two more studies were published: one at Ciudad Juarez,
Chihuahua, that evaluated blood samples from 106 veterinarians, 36 veterinary
assistants, 19 pet groomers, and six veterinary administrative workers by IFA and
PCR targeting 16S rRNA to detect R. rickettsii, Ehrlichia spp., and A.
phagocytophilum. Results showed 54% of the participants were seropositive for at
least one of the pathogens. The percentage of coinfection with two or three pathogens
was remarkable. In total, 3% had co-exposure to R. rickettsii and A.
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phagocytophilum, 9% to Ehrlichia spp. and A. phagocytophilum, 2% to Ehrlichia spp.
and R. rickettsii, and 2% were positive for all three pathogens. Veterinarians and pet
groomers were at great risk of being infected with R. rickettsii (Escarcega-Avila et al.
2019).

Other Tick-borne Diseases. Other tick-borne diseases were reported
recently in the region. Etiological agents were reported for Lyme disease,
anaplasmosis, ehrlichiosis, and other rickettsiosis detected in humans, ticks, dogs, or
wild animals. Most findings were reported from northeastern states, in contrast to the
few publications from the northwestern region.

Researchers of a cross-sectional descriptive study at Mexico City, Coahuila,
Nuevo Ledn, and Tamaulipas between 1987 and 1988 used ELISA to test 2,346
human serum samples to detect antibodies against B. burgdorferi, and Western Blot
to confirm positive samples. Twelve percent of the samples were positive by ELISA,
and 122 of the samples were confirmed by Western Blot. Seroprevalence by region
was 3% for Mexico City and 6% for the northeastern area of the country (Gordillo-
Pérez et al. 2003). A decade later, analysis focused on Texas and partly the states
of Tamaulipas, Nuevo Leon, and Coahuila where 1,235 samples of ticks were
collected from vertebrate hosts. In total, 109 (9%) of ticks were identified as Ixodes
scapularis (Say). B. burgdorferi was detected by PCR targeting 16SrRNA-23SrRNA
and was in 45% of the ticks (Feria-Arroyo et al. 2014). In counties from South Texas
near the Mexican border where the purpose was to know molecular prevalence of
tick-borne pathogens, 245 white-tailed deer, Odocoileus virginianus (Zimmermann),
and 122 coyotes, Canis latrans (Say), were analyzed. Whole-blood samples were
evaluated by TickPath Layerplex qPCR test, targeting multiple genes for Borrelia,
Rickettsia, Ehrlichia, Anaplasma, Babesia, and Theileria genera. Coyotes had total
prevalence of 9% for Babesia vogeli (Reichenow) and 0.8% for Borrelia turicatae
(Brumpt), while white-tailed deer had total prevalence of 0.4% for Anaplasma platys
(Dumler), 1.6% for Ehrlichia chaffeensis (Anderson), and 7% for Theileria cervi
(Denier). The study indicated wild animals could be sentinels for a number of zoonotic
tick-borne pathogens (Yu et al. 2020).

The approach has been used in other regions of Mexico, in the Yucatan
Peninsula where overall prevalence of tick-borne rickettsial agents was 20% in white-
tailed deer and 50% in Mazama sp. (Ojeda-Chi et al. 2019). Some tick-borne diseases
can be confused with each other. In the State of Nuevo Leon in 2001, the Public
Health Department collected sera from 345 human febrile patients at Allende and
Linares that were suspected to have dengue fever. IFAs were used for IgG antibodies
against Rickettsia prowazekii (da Rocha-Lima), R. typhi (Wolbach and Todd), and R.
parkeri (Lackman). In total, 25% had antibodies reactive with typhus group rickettsiae
and 16% against R. parkeri. Also, 190 ticks (A. cajennense and A. imitator (Kohls))
from livestock and tested in groups showed 50% were positive for R. prowazekii
(Medina-Sanchez et al. 2005). One of the most ambitious analyses of tick-borne
pathogens in Mexico to date was of samples collected between 1997 and 2013. About
1,107 ticks were collected from a range of mammalian hosts in forests and ecotourism
parks in 22 of 32 states of the Republic of Mexico. R. sanguineus was collected most
frequently (43%). PCR was used on the 16S rRNA gene for A. phagocytophilum, E.
chaffeensis, and E. canis; gltA and 17 kDa protein-encoding genes for Rickettsia spp.
were used to assay 477 groups of ticks. A. phagocytophilum was the most common
pathogen followed by E. canis in 45 and 42 groups evaluated.

R. rickettsii, E. chaffeensis, and Ca. R. amblyommii also were found in 4.2% of the
total evaluated (Sosa-Gutierrez et al. 2016).
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Tick-borne Diseases and Ticks at Chihuahua. At Chihuahua, in the “Paso
del Norte” region, Ehrlichia spp. and A. phagocytophilum were reported in 30 dogs
from Ciudad Juarez, Chihuahua infested by at least five female engorged R.
sanguineus. In the study, blood samples from dogs and ticks were tested usingPCR
by amplification of the 16S rRNA gene for Ehrlichia spp. and A. phagocytophilum.
Ehrlichia spp. was found in 40% of dogs and 66% of ticks. Anaplasma spp. was
detected in 27% of dogs and 66% of ticks (Escarcega Avila et al. 2018). Results might
suggest more prevalence of bacteria in the ticks collected. However, follow-up studies
need to clarify this contrast with reports from other regions.

At the city of Chihuahua (capital of the State) between August and November
2015, 664 ticks were extracted from 99 dogs in neighborhoods with reported clinical
cases of Rocky Mountain spotted fever. Results showed 99.5% of the ticks were R.
sanguineus. Ticks were grouped and evaluated by PCR. All were negative for R.
rickettsii ompA, but two were positive for A. phagocytophilum, for total prevalence of
7% of the grouped samples tested (Prado et al. 2018). To date, this has been the only
report of another tick-borne disease bacteria related to Rocky Mountain spotted fever
from endemic neighborhoods in the State of Chihuahua. Recently, a study at Janos
Biosphere Reserve in northwest Chihuahua collected 45 hard and soft ticks from wild
animals. All were tested using PCR amplification of the gltA gene for R. rickettsii and
a fragment of 470 bp of the flagellin (flaB) gene for Borrelia spp. Results showed B.
burgdorferi s.s. in an I. kingi collected from a kit fox, Vulpes macrotis (Merriam), and
R. massiliae was in 6.5% of 31 R. sanguineus from free-roaming dogs (Lopez-Pérez
et al. 2019). At Ciudad Juarez, a study with 144 blood samples from horses and soft
ticks on them were analyzed by endpoint or nested PCR. Total prevalence of Babesia
caballi was 2.8% in horse blood and 6% in soft ticks (Nuttall and Strickland). One
sample tested positive for A. phagocytophilum, indicating prevalence of 0.8% in horse
blood (Medrano-Bugarini et al. 2019).

In conclusion, despite efforts focused on molecular diagnosis of tick-borne
disease in the State of Chihuahua, it is fundamental to develop strategies according
to tools available by human and financial resources that could impact the prevalence
and mortality of the exposed population in endemic counties. For example, in the
neighboring State of Sonora, it was possible to decrease the prevalence of tick-
infested dogs from 32.5 to 8.8% by using long-acting acaricidal collars, applying
acaricides, and educating people about Rocky Mountain spotted fever (Alvarez-
Hernandez et al. 2019). It is important to maintain ongoing collection and taxonomic
identification of ticks throughout the State, which will aid in understanding current
cases of Rocky Mountain spotted fever. To date (47" week of epidemiological
surveillance in 2020), 34 cases of FMMR and other rickettsiosis have been reported,
and Chihuahua is the second state with the most cases nationwide. Intersectoral
participation of Public Health Departments at national and state levels and
participation of the two public Autonomous Universities in the State are encouraged
to address the diseases.
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