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Resumen:

Bartonella es un patdgeno zoondtico que parasita una amplia gama de especies de
mamiferos. Los carnivoros son reconocidos como reservorios de vida silvestre para muchas
especies de Bartonella. Esta investigacion tuvo como objetivo detectar la presencia de
Bartonella en coaties (Nasua narica) y mapaches (Procyon lotor), del Parque Zooldgico
"Parque Museo de La Venta". Examinamos 87 coaties y 30 mapaches del Parque, ubicado
en la ciudad de Villahermosa, estado de Tabasco, México, durante diciembre de 2016 y
agosto de 2017. La deteccién fue realizada por PCR dirigida a una region del gen de citrato
sintasa (gltA), los resultados mostraron tres coaties y un mapache fueron positivos para
Bartonella con los iniciadores BhCS.781p y BhCS1137.n. Es el primer reporte de Bartonella
spp. en coaties (Nasua narica), y la prevalencia en mapaches, fue baja en contraste con los

hallazgos anteriores de mapaches en EE. UU.
Palabras claves: Bartonella, procidnidos, Procyon lotor, Nasua narica.
Abstract:

Bartonella is a zoonotic pathogen that parasitizes a wide range of mammalian species.
Carnivores are recognized as a potential wildlife reservoir for many species of Bartonella.
This research aims to detect the presence of Bartonella in coatis (Nasua narica) and
raccoons (Procyon lotor) at Zoological at Park “Parque Museo de La Venta”. We examined
87 coatis (Nasua narica) and 30 raccoons (Procyon lotor) of the Park, located in
Villahermosa City, Tabasco State, Mexico between December 2016 and August 2017.
Screening by PCR targeting a region of the citrate synthase gene (gltA), the results showed
that three coatis and one raccoon were positives to Bartonella with the primers
BhCS.781p and BhCS1137.n. It is the first report of Bartonella spp. in coatis (Nasua narica),

and the prevalence was low in contrast with previous findings raccoon samples in USA.

Keywords: Bartonella, procyonids, Procyon lotor, Nasua narica.



1. Introduccion

Las bacterias del género de Bartonella son microorganismos causantes de enfermedades
re-emergentes, tienen distribucion mundial, y poseen un gran rango de hospederos, los
cuales van desde mamiferos, incluidos los humanos, animales domésticos y animales
silvestres (Breitschwerdt et al., 2010; Kosoy et al. 2010). Este grupo de bacterias
gramnegativas son intracelulares con forma de bacilos, de tamafio menor a 3um de
diametro, son transmitidas por vectores, crecen a temperaturas entre 22 — 37°C, lo que
refleja su capacidad de sobrevivir y replicarse en vectores ectotérmicos como los
artropodos, asi como endotérmicos, tal es el caso de los mamiferos quienes son sus

hospederos vertebrados (Chomel et al., 2009; Deng 2012a).

La clasificacion taxonémica del género Bartonella ha cambiado desde la descripcion de la
primera especie B. bacilliformis, en 1913. Anteriormente, la familia Bartonellaceae tenia
cuatro géneros: Bartonella, Eperythrozoon, Grahamella y Haemobartonella. Las familias
Bartonellaceae, Rickettsiaceae y Chlamydozoaceae, fueron clasificadas dentro del orden
Rickettsiales (Peters & Wigand, 1955). Después los miembros del orden Rickettsiales se
definieron como parasitos intracelulares obligados e inméviles, que Unicamente podrian
crecer en sus hospederos o en tejidos vivos (Buchanan &Buchanan, 1938; Peters &Wigand,
1955). El género Bartonella puede crecer en medios de cultivo (Brenner et al., 1993) y B.

Baciliformis, era el inico miembro movil del orden Rickettsiales (Brenner et al., 1991).

Mediante analisis de secuencias del gen 16S rRNA, se determind que los géneros
Rochalimaea y Bartonella estaban estrechamente relacionados con los miembros del
subgrupo a-2 de la clase Proteobacteria (Brenner et al., 1991). Con estos hallazgos, fueron
reclasificadas el género Rochalimaea dentro del género Bartonella, y se sugirid retirar la
familia Bartonellaceae del orden Rickettsiales. Bartonella esta filogenéticamente cerca de
las Rickettsias y bacterias de las especies Brucella, Agrobacterium y Afipia (Weisburg et al.,
1985; Brenner et al.,, 1993). Terminando la clasificacién que la familia Bartonellaceae

Unicamente contiene al género Bartonella (Brenner et al., 1993).



Actualmente, las especies del género Bartonella, estan definidas como bacterias
hemotréficas, gramnegativas, con forma de bacilos, pertenecen a la clase alfa subgrupo I,

del phylum proteobacteria, orden Rhizobiales (Chomel et al., 2009; Deng 2012a).

La primera especie de Bartonella descrita fue B. bacilliformis, nombrada asi por el
microbidlogo peruano Alberto Barton, es endémica del sur de América. La bartonelosis
humana causada por B. baciliformis se transmite por moscas de arena del género Lutzomyia
(Diptera: Psychodidae). Bartonella se caracteriza por producir anemia hemolitica, fiebre de
Oroya o enfermedad de Carrion, y Verruga peruana. En el caso de la verruga peruana es un
trastorno sistémico con lesiones cutaneas verrugosas que resultan de la proliferaciéon de
células endoteliales. La enfermedad de Carrion se llama asi por el estudiante de medicina
peruano Daniel Carrion, quien en 1885 se inoculdé con material de una lesion cutanea de
verruga peruana, documentd los signos que presentd, y posteriormente fallecid (Cueto,

1996; Chatterjee et al. 2014).

La prevalencia de infecciones de Bartonella es mayor en zonas con clima calido, con una
mayor precipitacion y proximidad a la costa (Boulouis, 2005, Kosoy y Goodrich, 2019).
Actualmente se han descrito alrededor de 30 a 40 especies y subespecies del género
Bartonella, de las cuales al menos 13 se consideran zoonéticas (Vayssier-Taussat et al. 2009;
Kosoy et al. 2012, Buffet et al. 2013). Tres especies son responsables de la mayoria de las
infecciones en humanos: B. bacilliformis, B. quintana y B. henselae, las primeras dos
especies son patégenos especificos de humanos debido a que este Ultimo es su Unico
hospedero mamifero, dichas especies producen la enfermedad de Carrién y fiebre de las

trincheras, respectivamente (Ver cuadro 1).

Estos agentes desarrollan una fase tisular secundaria que puede asociarse con lesiones
vasculoproliferativas; y en el caso de B. henselae y B. quintana provocan angiomatosis
bacilar con fiebre intermitente y linfadenopatia regional autolimitada (Minnick & Battisti,
2009; Kaiser et al., 2011; Rossi et al., 2015). Las personas inmunocomprometidas infectadas
pueden desarrollar otras manifestaciones clinicas, que incluye hepatomegalia,

esplenomegalia y endocarditis (Foucault et al., 2004; Edouard & Raoult, 2010).



Cuadro 1. Hospederos, vectores, especies de Bartonella y signos clinicos.

Especie de Bartonella Reservorio Vector Reservorio Signos clinicos
primario accidental
Especificos -humanos
Bartonella bacilliformis  Humano Mosca de la Ninguno Enfermedad de
arena (Lutzomia Carrion, fiebre
verrucarum) de oroya,
verruga
peruana
Bartonella quintana Humano Piojo de cuerpo  Gato, perro Endocarditis,
(Pediculus fiebre se las
humanus) trincheras,
angiomatosis
bacilar,
bacteremia
persistente.
Zoonético
Bartonella clarridgeiae  Gato (Felis Pulga de gato Humano, Enfermedad del
catus) (Ctenocephalides perro rasguno de
felis) gato,
endocarditis
Bartonella melophagi Ovejas (Ovis Falsa garrapata Humano Pericarditis,
aries) de los ovino fatiga crénica
(Melophagus
ovinus)
Bartonella elizabethae  Ratas (Rattus Pulga de rata Humano, Endocarditis,
norvegicus) oriental perro neuroretinitis
(Xenopsylla
cheopis)
Bartonella grahamii Ratones Pulga de roedor = Humano Neuroretinitis
silvestres (Ctenophthalmus
(Apodemous nobilis)
Clerhrionomy
glareolus),
Microtus
flavicollis)
Bartonella henselae Gato (Felis Pulga de gato Humano, Enfermedad
catus) (Ctenocephalides perro, por rasguio de
felis) caballo, gato,
animales angiomatosis
marinos bacilar,

endocarditis,
neurorretinitis,
bacteremia con




fiebre, peliosis
bacilar

Bartonella koehlerae Gato Pulga de gato Humano, Endocarditis
(Ctenocephalides perro
felis)

Bartonella vinsonii Ratén Garrapata*® Humano Bacteremia con

subsp. arupensis (Peromyscus fiebre
leucopus)

Bartonella vinsonii Perro (Canis Garrapata de Humano, Endocarditis

subsp. berkhoffi familiaris) perro gatos
Coyote (Canis (Rhipicephalus
latrans) sanguineus)

Bartonella washoensis ~ Ardilla terrestre  Pulgas (Oropsylla Humano, Miocarditis,
Spermophilus montana) perro endocarditis
beecheyii

Bartonella alsatica Conejo Pulgas de conejo Humano Endocarditis
(Oryctolagus (Spilopsyllus
cuniculus) cuniculi)

Especifico animal

Bartonella birtlesii Ratdn

Bartonella bovis Ganado Mosca de los Endocarditis

domeéstico, gato

cuernos
(Haematobia sp.)

Bartonella capreoli Corzo
(Capreolus
capreolus)
Bartonella chomelii Ganado Falsa garrapata
de los ovino
(Melophagus
ovinus)
Bartonella doshiae Raton
Bartonella peromysci Cierva, ratdn
Bartonella phoceensis Rata
Bartonella Rata
rattimassiliensis
Bartonella Corzo Mosca de
schoenbuchensis (Capreolus venado
capreolus) (Lipoptena cervi)
Bartonella talpae Topo
Bartonella taylorii Ratdn
Bartonella tribocorum Rata
Bartonella vinsonii Topo Acaro de oido

subsp. vinsonii

(Otodectes
cynotis)




Pulga de roedor

(Ctenophthalmus
nobilis)
Bartonella rochalimae Perro, zorros Pulgas
rojos (Vulpes (Pulex irritans)
vulpes) lobos (Pulex simulans)

(Canis lupus)
Cuadro elaborado a partir de los estudios de : Dehio 2005, Maggi et al., 2006, Chomel et al., 2009,
Breitschwerdt 2014; Maillard et al 2004; Ying Bai et al,, 2016.
*Se sospecha el vector.

1.1 Infeccion

La inoculacion de la bacteria al hospedero parece estar mediada principalmente por la
introduccion de heces del vector infectado en cortes o rasguiios en la piel. La bacteria
invade principalmente las células endoteliales y glébulos rojos de los mamiferos, pero
también pueden colonizar tejidos altamente vascularizados como el higado y el bazo
durante los primeros dias de infeccién. Los vectores se infectan al ingerir sangre
contaminada proveniente del hospedero vertebrado (Figura 1) (Pitassi et al., 2015; Maggi

et al., 2011, Deng et al., 2012b).

Figura 1. Ciclo de transmisién y colonizacién de Bartonella

m
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1.2 Patogenicidad

Bartonella para evadir la respuesta inmune del hospedero utiliza sus lipopolisacaridos (LPS).
El LPS de Bartonella henselae tiene una estructura dspera profunda, carece de la fraccion O
y contiene un lipido A pentaacilado inusual con un acido graso de cadena larga (Zahringer
et al., 2004). La composicidn inusual de acidos grasos hace que la endotoxina de Bartonella
sea al menos 1000 veces menos potente en la activacion del receptor Toll-like (TLR) 4
(medida por la produccidon de IL-8). Lo anterior contribuyen al establecimiento vy
mantenimiento de la infeccion persistente, ya que el principal componente de la superficie
de la bacteria es subinflamatoria y antagonista a la respuesta inmune innata del hospedero

(Minnick & Battisti, 2009).

1.3 Parasitismo eritrocitario

La infeccion por B. bacilliformis puede causar una disminucién aguda del hematocrito,
mientras que B.quintana y B. henselae causan bacteriemia intraeritrocitica cronica sin
anemia. B. bacilliformis y, posiblemente B. henselae, secretan un factor hidrofdbico
(deformina), que perfora e invagina las membranas de las células eritrocitarias (Deng et

al., 2012b)

Basado en el trabajo realizado con B. tribocorum, los sistemas de secrecion tipo IV Trw
pueden ser utilizados como adhesinas de eritrocitos por B. quintana y B. henselae, y en B.
bacilliformis la bacteria usa su motilidad mediada por flagelos para parasitar a los
eritrocitos (Seubert et al., 2003). El gen lalB, esta asociado con la invasion de eritrocitos y
se expresa al maximo bajo condiciones parecidas a los artrépodos (Coleman et al. 2001,

Chenoweth et al., 2004).
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1.4 Invasion a las células endoteliales

Bartonella posee proteinas de membrana externa similares a YadA (adhesinas
afimbriales), designadas adhesinas autotransportadoras triméricas (TAA) basadas en su

estructura y funcion en otros patdgenos bacterianos (Franz & Kemp, 2011)

El TAA de B. henselae (BadA) es una adhesina para células endoteliales (CE) a través de
integrinas B1y se une a varias proteinas de la matriz extracelular. BadA también inhibe la

fagocitosis por los macréfagos 1774 y provoca la autoagregacion (Linke et al., 2006).

Los TAA de B. quintana (proteinas de membrana externa expresadas de forma variable) se
unen a coldgeno IV, causa la autoagregacién y son esenciales para establecer bacteremia
(Zhang et al., 2004). La internalizacién de B. henselae implica una captacion invasiva o
endocitica. Bartonella anula o inhibe la fusién de lisosomas con el fagosoma, creando una

vacuola especial, denominada vacuola que contiene Bartonella (Minnick& Battisti, 2009).
1.5 Invasion a la célula hospedera

B. quintana y B. henselae, poseen una secrecion de tipo IV sistema (T4SS) para la entrega
de efectores Bep (Proteinas efectoras Bartonella) La administracion de Beps a través de
VirB / VirD4 T4SS es responsable del citoesqueleto de las células endoteliales, activacion

de NF-kB e inhibicion de la apoptosis (Linke et al., 2006).

BepA participa en la localizacion de membrana células endoteliales y la inhibicion de la
apoptosis. BepG mejora la formacién la de invasomas en células endoteliales a expensas
de la via endocitica. Bartonella adhesin A (BadA), el sistema Trw y la hemaglutinina
posiblemente filamentosa actian como adhesinas promisorias o especificas, mientras que
el locus de virulencia (Vir) B / VirD4 sistema de secrecion tipo IV modula una variedad de
funciones de la célula huésped. BadA media la adherencia bacteriana a las células
endoteliales y las proteinas de la matriz extracelular y desencadena la induccién de la

programacion del gen angiogénico (Franz and Kempf, 2011).

El sistema de secrecion VirB / VirD4 de tipo IV es responsable, por ejemplo, de la

inhibicidn de la apoptosis de la célula huésped, la persistencia bacteriana en los eritrocitos
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y la germinacién endotelial. El sistema Trw-conjugacién de Bartonella spp. media la
adherencia especifica del hospedador a los eritrocitos. Las estructuras antigénicas o
variables de fase (ejemplo: adhesinas) son factores de virulencia, esenciales para la
colonizacion o la persistencia del patdgeno en el hospedero. La variacidon de los apéndices
superficiales puede dirigir el tropismo tisular y facilitar la adaptacidn a los cambios
ambientales, como los que se encuentran en la transicion entre el vector y el hospedero,

ver figura 2 (Zhang et al., 2004, Franz & Kemp, 2011).

Inducidn de respuestas de
células hospedadoras
proangiogénicas

Adhesion a las células
hospedadoras

Colonizacion intracelular mﬂam'at:!on A
de eritrocitos Angiogénesis Capacitacion invasiva
Inhibicién de
apoptosis

Figura 2. (Figura modificada de Franz y Kempf, 2011). Posibles interacciones de los factores de
patogenicidad confirmados de B. henselae: el sistema Trw (efectores translocados), hemaglutinina
filamentosa (FHA), BadA y el sistema de secrecidn tipo IV VirB / VirD4 (efectores translocados:
Beps). Se puede suponer que BadA (y potencialmente FHA) aseguran un contacto estable con la
superficie de la célula hospedero para una mayor interaccion de las células huésped por el sistema
de secrecion de tipo IV y el sistema Trw. Abreviaturas: Beps: proteinas efectoras de Bartonella,
BadA: adhesina A de Bartonella.
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2. Bartonella enfermedad infecciosa emergente
Aproximadamente el 75% de las enfermedades infecciosas emergentes son zoondticas, y el

54.3% son causados por bacterias o rickettsia. (Jones et al, 2008).

Varios factores consideran a Bartonella como agente de enfermedades infecciones
emergentes, el debilitamiento del sistema inmunitario del hospedero asociado con la
aparicion de enfermedades inmunocomprometidas, trasplante de drganos, el aumento de
la actividad al aire libre, que las personas tengan un bajo ingreso, el mejoramiento de
herramientas y métodos para el diagndstico, y la dispersién de Bartonella alrededor del
mundo (Boulouis et al., 2005). Se ha incrementado el nimero de especies zoondticas de
Bartonella, transmitida por arafazos, mordedura de animales y artrépodos. Entre los
patdégenos, las especies de Bartonella podrian representar un peligro subestimado para la

salud humana y animal (Kosoy 2019).

La mayoria de las enfermedades infecciosas emergentes, se originan en animales,
principalmente en la vida silvestre el 72%. La via de transmisién a menudo implica
interacciones dindmicas entre las poblaciones de vida silvestre, ganado y personas en
entornos que cambian rapidamente (Jones, 2008, Allen et al., 2017). El medio de
transmision de la vida silvestre a los humanos frecuentemente es por vectores o contacto
directo con los reservorios (Loh et al 2015). La urbanizacién de areas naturales se ha

asociado con la aparicién de enfermedades infecciosas. (Bai et al., 2016).

Las investigaciones exhaustivas en animales para la deteccién de especies de Bartonella
comenzd a inicios de 1990°s después de descubrir una o mas especies de Bartonella que
pueden causar la enfermedad del rasguiio de gato en las personas. Por esta razon, la
mayoria de los estudios estaban dirigidos a animales domésticos con limitaciones a los
perros callejeros y gatos ferales. Los estudios en la deteccion, identificacién y
caracterizacion de Bartonella en animales silvestres, generalmente se enfocan en pequefios
mamiferos roedores, y murciélagos, el equipo de trabajo del Dr. Chomel fueron pioneros
en la investigacion de Bartonella en carnivoros, desde entonces se han realizado numerosos

estudios de vida silvestre en varias partes del mundo (Kosoy, 2019).
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2.1 Antecedentes de Bartonella en carnivoros
Se han identificado infecciones por Bartonella spp. en diferentes especies de reservorios,
actualmente se han extendido a miembros de siete érdenes diferentes de mamiferos,
incluyendo: carnivora, primates, ungulata, rodentia, lagomorpha, insectivora y chiroptera
(Boulouis, 2005). Los carnivoros se encuentran entre las especies que se adaptan bien a los
entornos urbanos y periurbanos, facilitando la transmisidon de enfermedades entre especies
con animales domésticos y, potencialmente, con sus propietarios (Hwang y Gottdenker
2013). En un analisis (kosoy 2019), que contaba con mas de 170 estudios de Bartonella que

cubren 51 especies de carnivoros, el 71% son positivos.

Los carnivoros son reservorios de una amplia variedad de especies de Bartonella (Chomel y
Kasten, 2010), se han reportado varios trabajos, como el de Henn et al., (2009), quienes
aislaron B. rochalimae de un zorro rojo (Vulpes vulpes) cerca de Paris, Francia, y de once
mapaches (Procyon lotor) y dos coyotes (Canis latrans) en California, EU. Otro estudio en
California evalud 109 coyotes (Canis latrans), de los cuales 31 presentaron anticuerpos de
B. vinsonii subsp. berkhoffii (Chang et al., 2000). Ademds, Chomel et al., (2004), encontraron
anticuerpos contra B. henselae en linces (Lynx rufus) de EU con una seroprevalencia de
22.4%, y en linces de México de 33.3%. Finalmente un estudio en el norte de México
informé la deteccidn de B. rochalimae por PCR, la prevalencia en la mofeta encapuchada
(Mephitis macroura) fue de 33.3%, zorro norteio (Vulpes macrotis) 13.3% y mofeta rayada

(Mephitis mephitis) 12.5% (Lopéz-Peréz et al., 2017).

Dentro del orden Carnivora, existe la familia Procyonidae, que se caracteriza por incluir
mamiferos plantigrados con 5 dedos en cada pie, con molares largos y adaptados para
triturar el alimento; su nariz es generalmente puntiaguda y los ojos orientados al frente lo
qgue los convierte en excelente cazadores (Sampaio et al., 2001). En México existen los
géneros de prociénidos: Bassariscus (B. astutus y B. sumichrasti), Nasua (Nasua narica),
Potos (Potos flavus) y Procyon (P. lotor y P. insulares), los coaties (N. narica) y mapaches (P.
lotor) se consideran las especies mas difundidas en el territorio, y en la mayoria de las
ocasiones de manera simpatrica en la mayoria de los estados de la Republica Mexicana

(Arroyo-Cabrales, et al., 2008) se muestra la distribucién de los procidnidos en la figura 3.
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Figura 3. Distribucién de procidnidos en México. A) Distribucidn de los coaties nariz blanca (Nasua

narica), B) distribucién de los mapaches (Procyon lotor)
2.2 Coaties:

En México, el estudio de los procionidos, y especificamente de los coaties es importante
debido a que a pesar de ser una especie categorizada como de bajo riesgo o de
preocupaciéon menor segun la Lista Roja de la Unidn Internacional para la Conservacién de
la Naturaleza (UICN) (Cuardn, et al., 2016), las poblaciones en México van decreciendo,
debido a la reduccién de sus habitats y la caza para consumo. En los coaties se han
detectado varios patégenos como Trypanosoma cruzi, en un estudio en Villahermosa,
Tabasco, en donde se analizé una poblacién de coaties y la prevalencia general fue de 9.05%
(Martinez-Hernandez et al 2014), otro estudio en la misma poblacién mostré una frecuencia
de anticuerpos contra Trichinella sp en verano de 21.66%, invierno 26.98% y de Toxoplasma
gondii en verano 16.67% y en invierno 9.52% (Herndndez-Ortiz 2016). En Monteverde,
Costa Rica, se identificd una prevalencia de 35% de Trypanosoma cruzi, diagnosticada por
PCR , la misma poblacion de coaties (Nasua narica), fueron positivos para Mycoplasma y
Babesia, pero fueron negativos para Baylisascaris, Anaplasma, Candidatus Neoehrlichia
lotoris, Ehrlichia y Bartonella (Mehrkens et al., 2013). En un estudio en el sur de Brasil, se
detectaron hemoplasmas en dos coaties sudamericanos cautivos (N. nasua),
aparentemente sanos, durante una investigacion de patégenos transmitidos por vectores,
la sangre se sometié a un panel de PCR comercial en tiempo real para la deteccién de
Anaplasma spp., Babesia spp., Bartonella spp., Hepatozoon spp., Leishmania spp.,

Mycoplasma haemofelis, Candidatus Mycoplasma turicensis, Candidatus Mycoplasma
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haemominutum, Neorickettsia risticii, Rickettsia rickettsii y Leptospira spp., ambos coaties
resultaron positivos para hemoplasmas y negativos para todos los demds patdgenos
analizados (Cubilla et al., 2017). Adicionalmente, un estudio en Pantanal, Brasil,
investigaron la diversidad genética de Bartonella en mamiferos y ectoparasitos, dentro de
los cuales se analizaron 31 coaties (N. nasua), mediante PCR tiempo real, todos los coaties

fueron negativos (Sousa et al., 2018)

A pesar que se han detectado varios patégenos, los estudios realizados para diagndstico de

Bartonella, han sido negativos.
2.3 Mapaches

Por otro lado, los mapaches que estan bajo la misma categoria que los coaties, de bajo
riesgo o de preocupacion menor segun la Lista Roja de la Unién Internacional para la
Conservacion de la Naturaleza (UICN), mantienen sus poblaciones en aumento a pesar de
la destruccion de sus habitats, lo que ha favorecido que estén cada vez en mayor contacto
con los asentamientos humanos (Timm, et al., 2016). Los mapaches se consideran buenos
indicadores bioldgicos de algunas enfermedades que, circulan en su medio ambiente, por
lo que la informacién derivada su diagndstico puede aplicarse o utilizarse como indicadores
de la salud humana y ecoldgica. Los mapaches (Procyon lotor) estan tanto en entorno
rurales como urbanos y se han utilizado como centinelas para controlar la salud ambiental,
como la contaminacidon por metales pesados (Burger et al. 2022), y los riesgos de
transmisidon de enfermedades en humanos y animales domésticos (Burguer et al. 2002;
Bischof y Rogers 2005; Rosatte et al. 2010). Es asi, que los mapaches son una especie ideal
porque son generalistas de hdbitat ubicuos y, ocupan un lugar alto en las redes tréficas

(Burguer y Gochfeld 2001, Burguer et al., 2002, Rainwater et al., 2017).

Los mapaches tienen parasitos como Baylisacaris procyonis (Yeitz et al. 2009) y son
reservorios de enfermedades infecciosas como Salmonella (Jardine et al. 2011), y otros
patdgenos bacterianos entérico (Biegler et al. 1975), ademds son afectados por Toxoplasma

gondii, (Dubey et al. 2007), virus del moquillo canino (CDV), adenovirus-1 canino (CAV-1),
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parvovirus (Junge et al. 2007) leptospira (Burguer et al. 2002), y el virus de la rabia (Jones

et al. 2003).

Se han descrito varias especies de Bartonella en mapaches (Procyon lotor) en Estados
Unidos, como B. henselae, B. koehlerae, B. rochalimae, Bartonella vinsonii subsp. berkhoffii
con una prevalencia de 21%, B. rochalimae prevalencia de 79%, B. henselae, (Henn et al.,

2009, Hwang y Gottdenker, 2013; Bai et al 2016).

En México las infecciones por Bartonella en humanos o animales no son reportados
anualmente en un sistema epidemioldgico (Esteve—Gassent et al., 2014), sin embargo
existen investigaciones que han descrito casos de Bartonella en humanos en México. Hay
un informe que reporta Young et al (2010), el paciente de 61 afios con una valvula adrtica
porcina, se presentd con fiebre intermitente, diarrea, y fatiga. El hombre estuvo trabajando
como voluntario en una misién de rescate de perros y gatos mexicanos, fue rasguiado por
los gatos. Se demostro la presencia de B. henselae mediante una prueba de PCR tiempo
real. Asi mismo en la Ciudad de México se han registrado casos de Bartonella. En otro
estudio se detectd mediante PCR la presencia de B. quintana en Pediculus humanus
humanus colectado de indigentes y prisioneros (Alcantara et al., 2009). También se reportd
la presencia de B. henselae mediante la prueba ELISA en un paciente con la enfermedad del
arafnazo de gato (Vega et al., 2010). En un estudio por Romero et al., 2016, se reportd un
caso de angiomatosis bacilar en un paciente con VIH, el cual fue diagnosticado mediante la
observacion de microorganismos identificados como Bartonella sp. en una biopsia de una

lesiéon nodular, no se llegd a determinar la especie de Bartonella.
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3. Justificacion
El género Bartonella infecta una amplia variedad de animales, estd vinculado con un
numero cada vez mayor de enfermedades humanas y se transmiten a través de vectores

artropodos.

Existen pocos estudios sobre la distribucién de Bartonella en carnivoros en México, la
presencia de especies zoondticas de Bartonella spp. en carnivoros silvestres plantea la
cuestién de su posible riesgo para los seres humanos en ecosistemas urbanizados, como es
el Parque Museo de La Venta. Estos animales pueden actuar como reservorio y podrian
transmitir la bacteria a animales domésticos, seres humanos o ser afectados ellos mismos.
Por lo tanto, es importante realizar estudios que proporcionen informacién acerca del

género Bartonella en potenciales reservorios en México.
4. Hipotesis

Dado que diversos estudios han reportado prevalencias altas de Bartonella en carnivoros
silvestres, sobretodo en procidonidos norteamericanos, es posible que la bacteria esté

presente en procionidos silvestres del sureste de México.
5. Objetivo principal

Detectar la presencia de Bartonella en las poblaciones de coaties (Nasua narica) y mapaches

(Procyon lotor), del Parque Museo de La Venta.
5.1 Objetivos especificos

-Detectar la prevalencia de Bartonella en dos poblaciones, de coaties y mapaches, por

técnicas moleculares.

- Identificar diferencias entre la presencia de Bartonella y algunas variables, como especie,

edad, sexo y temporada en la que fueron capturados.
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6. Material y métodos

6.1 Sitio de estudio y coleccién de muestras

Las capturas se realizaron en los afios 2016 y 2017, en los meses de: agosto 2016, abril 2017
y agosto 2017 en el “Parque Museo de La Venta” localizado en la ciudad de Villahermosa,
Tabasco, México (18°00°05.39" N, 92°56'02.52’'0, 17 m.a.s.l). El area es himedo tropical con
un rango de temperatura de 17.3° a 45°C y 80% humedad relativa. El parque tiene un area
zooldgica de aproximadamente de 2.5 hectdreas que esta delimitada por un relicto de selva
mediana de 4.3 h; el parquet esta delimitado por area urbana y la laguna “Las ilusiones”
(Figura 4). Las poblaciones de mapaches (Procyon lotor) y coaties de nariz blanca (Nasua

narica) viven en semi-libertad dentro del parque (Figura 5).

Figura 4. Foto satelital del Parque Museo La Venta, obtenido de Google maps
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Figura 5. Poblaciones libres de coaties y mapaches en el Parque Museo de la Venta.

Se realizaron 3 muestreos en las fechas antes mencionadas, cada uno con una duracion de
10 dias. Para capturar los mapaches, se usaron 10 trampas de caja (No. 108, Tomahawk
Live Trap Company, Tomahawk, Wisconsin, EU) que fueron cebados con sardinas y
colocadas todas las noches. Por las mafanas todas las trampas fueron revisadas y
transportadas a un drea designada para el manejo anestésico de los animales, toma de
muestras y recuperacion de los individuos. Todos los dias, al finalizer el procesamiento de
los mapaches, se capturaron los coaties de nariz blanca atrayéndolos a una distancia
aproximada de 2 a 4 metros con hojuelas de maiz para posteriormente disparar un dardo
anestésico utilizando una cerbatana. Todo lo anterior siguiendo las indicaciones de

Martinez-Hernandez et al (2014), figura 6.

Ambas especies fueron sedadas utilizando 0.4 a 1.0 mL de ketamine al 10% (Pisa-
Agropecuaria, Guadalajara, Mexico) y 0.1 a 0.2 mL de xilacina al 2% (Pisa-Agropecuaria,
Guadalajara, Mexico). En todos los individuos capturados se colecto un volumen

aproximado de 3ml de sangre completa, obtenida mediante la puncién de la vena. La sangre
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obtenida fue depositada en un tubo con EDTA. Se registraron datos como sexo, edad
determinada mediante la identificacidon de caracteres sexuales como testiculos
descendidos, peso y longitud corporal, medidas fisioldgicas (temperatura, frecuencia
cardiaca y respiratoria), y las observaciones del examen fisico. Los animales fueron

liberados en el sitio de captura después de la recuperacidn total de la anestesia.

Figura 6. Mapache capturado y coati en recuperacion de anestesia.

6.2 Extraccion de ADN y deteccién por PCR

Para la extraccién de DNA, se us6 0.5 ml de sangre completa. El ADN fue extraido utilizando
un kit comercial OMEGA E.Z.N.A Tissue DNA kit, siguiendo el protocolo del fabricante Whole
Blood and Body Fluids.

Para la deteccidn de Bartonella, se realizdé una PCR punto final con los iniciadores BhCS.781p
(GGGGACCAGCTCATGGTGG) y BhCS1137.n (AATGCAAAAAGAACAGTAAACA), dirigidos a
una regién del gen de citrato sintasa (gltA) (400 pb), especifica para el género Bartonella

(Norman et al. 1995; Chang et al. 2000).

Las cantidades utilizadas para cada reaccion fueron: 1 pl de DNA de la muestra, 1 U Tag DNA
polimerasa (Invitrogen™) 2.5 ul de 10 X PCR Buffer, 0.75 ul de MgCl2 (50 mM) , 0.5 ul de
desoxinucleétidos (10 mM each), 1 ul de cada primer (1:100), y agua grado molecular para

llegar a un volumen final de 25 pl.
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Las condiciones del termociclador que se uso fueron: una etapa de desnaturalizacidn inicial
de 95 ° C durante 10 min, seguido de 40 ciclos de 94 ° C durante 30 s, 57 ° C durante 1 min,
72 ° C durante 2 min, con una etapa de extensidn final inica de 5 min a 72°C. ° C siguiendo

los 40 ciclos.

Los productos de PCR se verificaron en geles de agarosa al 1.6%, teflidos con bromuro de
etidio y se observaron bajo luz UV. Como control se utiliz6 ADN de Bartonella henselae,
donado por el Doctor Bruno Chomel de Department of Population Health And Reproduction,

School of Veterinary Medicine, Davis, California.
6.3 Analisis estadistico

Se realizé la prueba de chi cuadrada para determinar las diferencias estadisticas en la
prevalencia de Bartonella debido a las variables: edad, sexo, especie de prociénido, la
temporada. El nivel general de significancia estadistica fue el estandar del 5% (P<0.05),

utilizando el programa OpeEpi.

7. Resultados
Un total de 117 de procidénidos, 87 coaties y 30 mapaches, fueron capturados entre agosto

de 2016 y agosto de 2017 (Cuadro 2)

Cuadro 2. Distribucidon de procidnidos capturados en el Parque Museo la Venta, Tabasco,
Villahermosa, México.

Coaties Total
Muestreo Juvenil Adulto Macho Hembra
Verano 2016 9 21 12 18 30
Primavera 5 21 14 12 26
2017
Verano 2017 10 21 17 14 31
Total 87
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Mapaches Total

Muestreo Juvenil Adulto Macho Hembra

Verano 2016 1 8 4 5 9
Primavera 5 3 5 3 8
2017

Verano 2017 3 10 6 7 13
Total 30

Cuatro muestras de prociénidos fueron positivas, tres coaties y un mapache, las cuales se

observaron en el gel de agarosa con una banda de 400 pb, especifica para Bartonella spp

(Figura 7)
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Figura 7. Gel de agarosa al 1.6%, tefiido con bromuro, deteccién molecular de Bartonella spp, por
amplificacidn del gen de citrato sintasa (gltA). Carril: 1 y 7, peso molecular (P.M); 2, control
positivo B, B. henselae, 3 a 6, muestras de prociénidos positivas. C: coati, M: mapache.
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Comparando la prevalencia en los animales positivos, en cuanto la especie de procidnidos,
la prevalencia fue de 3.44% (I1.C 95% 0.884 — 9.096) en coaties, en comparacién con la
prevalencia en mapaches que fue de 3.33% (1.C 95% 0.1664 — 15.36). La prevalencia fue
similar, no hubo diferencia significativa (P=0.2842). El andlisis estadistico utilizando chi

cuadrada se muestra en el cuadro 3.

Cuadro 3. Asociacion de la prevalencia de los animales positivos a Bartonella spp., por chi

cuadrada.
N Prevalencia I.Cbajo I.C alto P

Total de la poblacién 117 3.41 1.09 8.03

Total de la poblacion de coaties 87 3.44 0.88 9.09 0.28
Total de la poblacion mapaches 30 3.33 0.16 15.36

Total de la poblaciéon de machos coaties 43 4.65 0.78 14.53 0.49
Total de la poblacién de hembras coaties 44 2.27 0.11 10.70

Total de la poblacién machos mapaches 15 6.66 0.33 28.73 0.5
Total de la poblacion hembras mapaches 15 0 0 18.10

Total de la poblacién verano 83 4.87 1.56 11.35

Total de la poblacién primavera 34 0 0 8.20 0.21
Total de la poblacién verano coaties 61 4.91 1.26 12.80

Total de la poblacion primavera coaties 26 0 0 10.88 0.25
Total de la poblaciéon verano mapaches 22 4.76 0.23 21.32

Total de la poblacién primavera 8 0 0 28.31 0.32
mapaches

Total de la poblacion coaties adultos 63 3.17 0.53 10.09

Total de la poblacion coaties jovenes 24 4.16 0.20 18.88 0.41
Total de la poblacion mapaches adultos 21 0 0 13.29

Total de la poblacion mapaches jévenes 9 11.11 0.55 43.86 0.32
Total de la poblacién 2016 39 5.12 0.86 15.93

Total de la poblacién 2017 78 2.56 0.43 8.21 0.42
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8. Discusion:

En los estudios de diagndstico por métodos seroldgicos, bacteriolégicos o moleculares de
Bartonella en carnivoros, se han analizado 51 especies para la deteccién de esta bacteria,
la prevalencia ha sido reportada del 71% de estas especies (Kosoy y Goodrich, 2019).
Mediante el diagndstico molecular, se han identificado prociénidos positivos, mapaches
(Procyon lotor) 43% mediante PCR de la muestra de sangre completa. Otro estudio de los
37 mapaches muestreados en Georgia, EE. UU., 12 fueron positivos para B. henselae y uno
para B. koehlerae. En otro estudio Henn et al. 2009 aislaron B. rochalimae en 11 de 42
mapaches de California, y Bai et al. 2016, realizaron PCR, 11 de 186 mapaches de
Colorado fueron positivos para B. rochalimae y tres para B. vinsinii subsp. Berkhoffii,
nuestro estudio con la misma técnica de diagndstico coincide con la deteccion de
Bartonella en esta especie, aunque la prevalencia en este estudio (3.41%) es menor en
comparacion con las reportadas en los estudios antes mencionados, es importante
mencionar que existe un estudio realizado en Japdn donde se analizaron 977 mapaches,
guienes son una especie introducida, y todos los individuos analizados fueron negativos a

Bartonella, por PCR.

Cuando se compararon las prevalencias de acuerdo al sexo, no existieron diferencias
significativas (P= > 0.05). Lo que concuerda con varios estudios realizados en carnivoros
con anterioridad donde no hubo diferencia. Por ejemplo, Chomel et al., (2000), no
encontraron diferencia entre la prevalencia de bacteremia por Bartonella, entre machos y
hembras en coyotes (Canis latrans). Y en el trabajo de Brady (2006), no hubo diferencia
entre la prevalencia y el sexo en perros positivos a Bartonella. Finalmente en el estudio
de Gerrikagoitia et al., (2011) tampoco hubo diferencia significativa (P=0.2) entre sexos,

en carnivoros positivos, cuando se estudio a tejones europeo (Meles meles).

La mayoria de los estudios de carnivoros no muestran diferencia estadistica en la
prevalencia de Bartonella asociada con edad, mediante técnicas moleculares, al menos en
los estudios realizados con felinos (Molia et al., 2016, Yamamoto et al 1998, Rotstein et al

2000). Lo anterior coincide con el presente estudio en prociénidos, que no se encontraron
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diferencias significativas. Sin embargo, cuando se analizan los resultados de
seroprevalencia en gatos, se ha identificado que los gatos adultos presentan las mayores
seroprevalencia en comparacion con los animales mas jévenes, mientras que la
prevalencia de bacteriemia es mayor en animales mas jévenes (Guptill, 2010).
Adicionalmente, en un estudio de Chomel et al., (2004) se encontré que la prevalencia de

anticuerpos para B. henselae aumenta con edad en pumas (Puma concolor) en California.

La transmisién de Bartonella spp. entre gatos ocurre a través de vectores artropodos,
predominantemente pulgas. Los gatos no infectados en un area junto con los gatos
infectados en un ambiente libre de ectoparasitos no se vuelven seropositivos, enfatizando
la importancia de los vectores artropodos en la transmisién de la enfermedad (Regier et
al., 2016). En los mapaches y coaties del Parque museo de la Venta, hay registro que
ambas especies han tenido pulgas Ctenocephalides felis y C. canis (Isak-Delgado, 2014),
por lo que probable que dichas especies también sean los vectores de la bacteria hacia los
individuos que resultaron positivos en este estudio. Se ha reportado que las pulgas del
género Pulex pueden contener ADN de B. vinsonii subsp. berkhoffii y B. rochalimae cuando
han sido colectadas de carnivoros silvestres en los Estados Unidos (Gabriel et al., 2009),
sin embargo el género Pulex no ha sido reportado infestando a coaties en Méxicoy en el
caso de mapaches si ha sido detectado pero Unicamente en la regién Neartica (en el
estado de Chihuahua) donde cinco ejemplares de P. simulans fueron colectados pero

todos ellos fueron negativos a DNA de Bartonella (Lépez-Pérez et al., 2017).

El hallazgo de Bartonella en mapaches en México no es sorpresivo debido a que muchos
otros estudios en EUA la han reportado en esta especie de prociénido (Henn et al., 2009;
Bai et al. 2016), sin embargo la proporcion de mapaches positivos si es baja en
comparacion con otros estudios en mapaches distribuidos al norte del continente.
Adicionalmente, aunque no existieron diferencias significativas la proporciéon de mapaches
positivos (n=1) en comparacién con coaties (n=3) también es baja. Ademads el hallazgo de
Bartonella en coaties de México es el primer registro de la bacteria en la especie. Cabe
mencionar que no es la primera vez que se busca identificar la bacteria en procidnidos del

género Nasua, ya que Mehrkens et al., (2013) y Michelle et al, (2017) también trataron de
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identificar pero sin éxito. La diferencia de los resultados de los otros trabajos con el
nuestro, quizas se debe que la poblacidn de coaties en los estudios no comparten habitat

con gatos ferales, como es el caso en el Parque Museo de La Venta.

El presente estudio detectd por primera vez Bartonella en coaties y mapaches de México,
en condiciones de infeccion natural. Ademas es el primer registro para la especie Nasua
narica y el primer reporte de Bartonella para el estado de Tabasco. Se detectd la presencia
de Bartonella, no importando la estacion del afio, edad, sexo ni especie de procidnidos. Se
recomienda continuar realizando estudios en carnivoros silvestres mexicanos tropicales,
pero se sugiere ademas buscar la bacteria en los artrépodos parasitos presentes en estos.
Finalmente es importante obtener las secuencias de las muestras positivas para

determinar que especies de Bartonella estan presentes en los prociénidos de este estudio.
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