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RESUMEN

En los ultimos afios se ha observado un incremento en el nimero de enfermedades
infecciosas que afectan al hombre, y las bacterias son causantes del més del 50% de

estas. Bartonella spp. y Yersinia pestis son bacterias zoonoticas que son transmitidas al ser
humano a través de pulgas (Siphonaptera). En este trabajo usamos técnicas moleculares
para detectar ambas bacterias en pulgas de roedores silvestres que habitan en la Reserva de
la Bidsfera de Janos (RBJ) en Chihuahua, México, e identificamos su nivel de asociacién
con las distintas especies de pulgas y roedores de la comunidad. Seleccionamos dos sitios
conformados por un mosaico de mezquite y pastizal natural. La captura de roedores se
realiz6 en marzo 2013 utilizando seis cuadrantes de 7 x 7 trampas Sherman por sitio. Cada
roedor fue revisado para colectar las pulgas que posteriormente fueron analizadas mediante
una PCR usando los genes gltA (338-bp) y pla (478-bp) de Bartonella y Y.

pestis respectivamente. De las 760 pulgas colectadas 307 fueron positivas a Bartonella sp.
(40.4%), y ninguna a Y. pestis. El analisis de regresion lineal revel6 que la variable especie
de pulga fue la mas asociada a la presencia Bartonella sp. El analisis de diversidad genética
de Bartonella sp. mostrd 13 genotipos agrupados en cinco filogrupos, dos de los cuales se
asociaron a especies de Bartonella que se reconocen como patogénicas para el hombre, y la
existencia de un nuevo filogrupo asociado a pulgas especificas de ratas canguro
(Dipodomys spp.). Este estudio aporta informacion nueva acerca de la diversidad genética
de Bartonella sp., en pulgas de roedores silvestres, y aunque no se detect6 la bacteria Y.
pestis en las pulgas, si se document6 la presencia de la pulga Oropsylla hirsuta, que es

considerada como vector competente de dicha bacteria.

Palabras clave: Bartonella, Yersinia pestis, pulgas, México.
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ABSTRACT

In recent years, the number of infectious diseases affecting humans has greatly increased
with more than 50% of them having a bacterial origin. Bartonella spp. and Yersinia pestis
are zoonotic bacteria that are transmitted to humans by fleas (Siphonaptera). In this study,
we used molecular techniques to detect both bacteria in fleas of rodents that live in the
Biosphere Reserve of Janos (RBJ) in Chihuahua, Mexico, and we identified their level of
association with the species of fleas and rodents we find in the community. We selected two
sites characterized by a mixture of shrubland and grassland. In March 2013, we captured
rodents in six quadrants of 7 x 7 Sherman traps per site. Each rodent was deloused and the
collected fleas were subsequently analyzed by PCR using the gltA (338-bp) and pla (478-
bp) genes of Bartonella and Y. pestis respectively. Of the 760 fleas collected 307 were
positive to Bartonella sp. (40.4%), and none one to Y. pestis. The linear regression analysis
showed that the variable flea specie exhibited the highest association with the presence of
Bartonella sp. The analysis of genetic diversity of Bartonella sp. showed 13 genotypes
grouped into five phylogroups, two of which were associated with Bartonella species that
are recognized as pathogenic for human, and the existence of a new phylogroup associated
with specific flea kangaroo rats (Dipodomys spp.). This study provides new information
about the genetic diversity of Bartonella sp. in rodent fleas. Although Y. pestis was not
detected in rodent fleas, we documented the presence of the flea Oropsylla hirsuta, which is

considered as competent vector of this bacterium.

Key words: Bartonella, Yersinia pestis, fleas, México

VI



INTRODUCCION

A través del tiempo la presencia de enfermedades infecciosas emergentes (EI) se ha
ido incrementando, de acuerdo con Jones y col. (2008) el 72% de las EI, que son capaces de
afectar al hombre, tienen sus origenes en la fauna silvestre. Su propagacion puede ser a
través de distintas vias, dependiendo del microorganismo del cual se trate. En el caso de los
virus y las bacterias, la via de transmision mas comun es mediante vectores (organismos
que son eficientes en la transmision de microorganismos a sus huéspedes), entre los cuales

destaca la presencia de los artropodos (Taylor et al. 2001).

Uno de los artrépodos que se considera como vector eficiente en la transmision de
algunas enfermedades infecciosas, es la pulga (Siphonaptera). Esto se debe en gran parte a
su capacidad para moverse entre distintos hospederos y alimentarse de ellos. La mayoria de
las especies de pulgas pueden alimentarse de varios hospederos que pertenezcan a distintas
especies (oligoxeno), géneros (pleioxeno), e inclusive familias y 6rdenes (polixeno)
(Medvedev y Kotti 2013). Esto permite que las pulgas dispersen los microorganismos entre
las distintas poblaciones y comunidades de hospederos, favoreciendo la emergencia y

reemergencia de las EI (Stevenson et al. 2013).

Bartonella spp. y Yersinia pestis son bacterias con una amplia distribucion, ambas
son patdgenos zoondticos y son transmitidas por pulgas. El género Bartonella tiene
alrededor de 30-40 especies y subespecies, de las cuales tres causan enfermedades que se
reconocen por la sintomatologia que provocan (carridon o verruga peruana es causada por B.
bacilliformis, la fiebre de las trincheras por B. grahamii y la enfermedad del aranazo de
gato causada por B. henselae), y otras pueden ocasionar problemas en algunos 6rganos
como el corazdn, el sistema nervioso, el higado y el pancreas, entre otros (Jacomo et al.
2002; Kosoy et al. 2012; Buffet et al. 2013). Por otro lado, Y. pestis fue la bacteria
responsable de la muerte de millones de europeos en el siglo XIV, y a pesar de que es
considerada una enfermedad antigua, actualmente se presenta en una amplia gama de
hospederos y pulgas. Esta bacteria puede provocar tres formas distintas de enfermedad en el

hombre, la bubdnica que se caracteriza por la inflamacién de ganglios linfaticos a los que



llaman bubones, la forma septicémica que provoca necrosis en los tejidos, y la neumonica,
que es la menos comun pero tiene un alto indice de mortalidad (Gage y Kosoy 2005; USGS

2012).

Estudios desarrollados en Norteamérica han contribuido a conocer mas
cercanamente la dinamica de estas bacterias, y revelan que su presencia se ve favorecida
por las interacciones que hay entre roedores y pulgas (Stevenson et al. 2003; Morway et al.
2008; Stapp et al. 2009; Tripp et al. 2009; Brinkerhoff et al. 2010a; Billeter et al. 2011). Por
ejemplo, las pulgas contribuyen a dispersar y a promover la diversidad de Bartonella spp.
debido a la relativa especificidad que tienen hacia sus hospederos (Tsai et al. 2011),
mientras la intensidad y abundancia de pulgas puede influir en la tasa de transmision de Y.
pestis en perros de las praderas (Cynomys ludovicianus), provocando una alta mortalidad de
individuos dentro de la colonia (Gage and Kosoy 2005; Stenseth et al. 2008; Tripp et al.
2009).

Debido a que en México se han desarrollado pocas investigaciones enfocadas al
estudio de estas bacterias (Bai et al. 2009; Zapata et al. 2012; Rubio et al. 2014), este
trabajo tuvo como objetivo realizar un analisis molecular para detectar la presencia de
Bartonella spp. y Y. pestis en pulgas de roedores silvestres, con la finalidad de conocer su
contribucion en el mantenimiento de estas bacterias. Para ello seleccionamos dos
localidades en la Reserva de la Bidsfera de Janos (RBJ) en Chihuahua, México. Esta
reserva se localiza al noroeste de Chihuahua, y se caracteriza por tener un clima arido con
veranos calientes y lluvias invernales. La vegetacion conformada en gran parte por
pastizales y en menor grado por areas de matorral y bosque, permite que la reserva
conserve una de las poblaciones mas grandes de perros de las praderas (C. ludovicianus)
(CONANP 2006). La RBJ colinda con el sur de Nuevo México, estado en el que se han
reportado casos de Bartonella spp. y Y. pestis en animales silvestres y en humanos (Craven
et al. 1993; Bai et al. 2009; Friggens et al. 2010; Kiersten et al. 2015), por lo que resulta un

area importante para el estudio de ambas bacterias.



Ademas, la region de la RBJ posee algunas de las caracteristicas bidticas y abidticas
necesarias para que Bartonella sp. y Y. pestis estén presentes, es por ello que la informacion
generada a partir de esta investigacion y el estudio simultaneo en tiempo y espacio de

pulgas, roedores y bacterias, podria servir de base para la toma de decisiones preventivas.



ANTECEDENTES

Orden Siphonaptera

Biologia de las pulgas

Morfologia

El orden Siphonaptera esta conformado por pequefios invertebrados conocidos
comunmente como pulgas. Estos organismos poseen caracteristicas morfologicas que
permiten su adaptacion a una amplia gama de hospederos como mamiferos y aves. Este
orden se destaca por poseer un cuerpo esclerotizado y aplanado lateralmente, con cerdas y

espinas que les permiten adherirse al pelo, plumas o piel de sus hospederos (Kim 1985).

El cuerpo de las pulgas esta dividido en tres estructuras principales: la cabeza, el
torax y el abdomen. La cabeza tiene un par de ojos localizados lateralmente sobre la
cabeza, estos suelen ser bien desarrollados en especies que infestan hospederos con habitos
diurnos, mientras que las especies que prefieren hospederos con hébitos nocturnos o que
pasan gran parte de su vida en madrigueras, poseen ojos poco desarrollados o carecen de
ellos (Kim 1985; Acosta y Morrone 2003). Para alimentarse, las pulgas usan tres piezas
bucales (palpos labiales sensoriales, lacinias y epifaringe) disenadas para localizar

facilmente la sangre y succionarla (Morand et al. 2006).

El térax estd compuesto por tres segmentos toracicos (protorax, mesotorax y
metatorax), y en cada uno de ellos se encuentra un par de extremidades conformadas por
cinco estructuras principales: coxa, trocanter, fémur, tibia y cinco tarsos. Mientras que los
segmentos toracicos son la base para la locomocion, los segmentos abdominales
conformadas por bandas esclerotizadas llamadas terguitos, constituyen la estructura que
protege los organos vitales para la digestion, excrecion y reproduccion de las pulgas

(Acosta y Morrone 2003).

Origenes del orden Siphonaptera
El origen de este orden aun no se ha descifrado completamente, sin embargo, los

hallazgos de fosiles de &mbar baltico que corresponden al Eoceno/Oligoceno, y del fosil



(Pulex larimerius) encontrado en la Reptblica Dominicana (Mioceno), sugieren que el
antecesor de este orden surgio a inicios de la era Cenozoica (Dampf 1910; Peus 1968;
Lewis y Grimaldi 1997). Por otro lado, un estudio reciente en el que analizan el ADN de
varias especies de pulgas, sugiere que la aparicion de este orden ocurrid a finales de la era
Mesozoica, y que los nuevos linajes corresponden al limite KT (Cretacico-Terciario) (Zhu
et al. 2015).

En sus inicios la clasificacion de este orden se realizé tomando en cuenta las
caracteristicas mas sobresalientes y faciles de distinguir, como la distribucion y nimero de
las espinas, cerdas y ctenidios, en la cabeza, torax y abdomen (Fox 1940; Traub 1972;
Furman y Catts 1928). Esta forma de identificacion descriptiva permiti6é generar claves
taxonomicas para poder identificar las especies de pulgas, sin embargo, con el avance de la
ciencia se han comenzado a realizar estudios moleculares que buscan respaldar esta
clasificacion (Whiting 2000 ab; Whiting et al. 2008; Zhu et al. 2015).

Las técnicas moleculares y los distintos analisis filogenéticos que se pueden realizar
actualmente, han comenzado a generar discrepancia en el agrupamiento de las familias. Por
ejemplo: algunos estudios que se basan en el analisis de las caracteristicas morfoldgicas y la
relacion pulga-hospedero, muestran que las familias Pulicidae y Tungidae son hermanas,
sin embargo, a nivel molecular estas familias se muestran separadas (Lewis 1998;
Medvedev 1998; Whiting et al. 2008; Zhu et al. 2015). Por otro lado, el niumero de especies
de pulgas y el nimero de genes involucrados en los andlisis moleculares, han originado
distintos resultados. El estudio realizado por Whiting y col. (2008) muestra que la familia
Tungidae es la mas ancestral, pero el estudio de Zhu y col. (2015), en el que analizan un
mayor numero de genes y especies de pulgas, muestra que la familia mas vieja es la

Macropsyllidae.

Ciclo de vida

Las pulgas son ectoparasitos holometébolos, es decir, que su ciclo de vida inicia
como embriones (huevo), pasan por los estados de larva y pupa, y finalmente llegan a
adultos. El ciclo de vida inicia con el apareamiento que puede llevarse a cabo sobre el

huésped o en los sitios de descanso de este, posteriormente la hembra coloca los huevos



entre el pelaje o plumas del huésped, o en sus refugios (Morand et al. 2006). El nimero de
huevos y la eclosion de los mismos, dependen de la biologia de la especie de pulga, o de
factores extrinsecos como la calidad de la sangre con la que se alimenta, la densidad de
pulgas por hospedero y del ambiente que los rodea (temperatura y humedad), sin embargo,
se calcula que la eclosion puede presentarse entre 1 a 10 dias (Rothschild 1975; Hsu y Wu
2000; Khokhlova et al. 2007).

Al igual que los huevos, las larvas dependen de factores externos para su
sobrevivencia como temperatura, humedad y disponibilidad de alimento. A diferencia de
las pulgas adultas (imagos), las larvas se alimentan de materia organica y de heces de
pulgas adultas para sobrevivir. Las larvas pasan por tres fases que duran entre 2 y 21 dias
dependiendo de la especie. En la tltima fase, la larva expulsa su contenido digestivo,
construye un capullo de seda, y busca el camuflaje con particulas que se adhieren del
substrato del nido o madriguera para llegar al estado de pupa (Morand et al. 2006).

Las pupas pueden detener su desarrollo por semanas si no tienen el estimulo
adecuado para emerger, y la clave parece estar en la temperatura a la se encuentran
expuestas. Sin embargo, otros factores como la humedad, movimiento del huésped, y el
CO,, pueden favorecer su eclosion (Silverman y Rust 1985). Una vez que emergen del

capullo, los imagos buscan alimentarse del hospedero.

Distribucion en México

Actualmente se han descrito alrededor de 2,575 especies y subespecies de pulgas en
el mundo (Lewis 1998; Whiting et al. 2008). Su distribucion es cosmopolita incluyendo la
Antartida, sin embargo, en las regiones Paleartica, Neotropical, Afrotropical y Nedrtica, se
concentra la mayor riqueza de especies (Medvedev 2000ab; Whiting et al. 2008). México
tiene dos de las regiones mas ricas (Neotropical y Neartica), sin embargo, solo se han
registrado 172 especies de pulgas distribuidas en 52 géneros, 8 familias y 4 superfamilias
(Acosta-Gutiérrez 2014).

La escasa informacion de la riqueza de pugas en el territorio mexicano, se debe a
que los estudios de campo de mamiferos y aves, rara vez consideran la colecta de pulgas. A

pesar de esto, autores como Traub (1950), Morales-Mucifio y Llorente-Bousquets (1968),



Ponce y Llorente (1996), y Acosta (2005), han contribuido a generar informacion acerca de
la distribucién, taxonomia y asociacion con sus hospederos.

De acuerdo con Acosta-Gutiérrez (2014), las familias mejor representadas en
Meéxico son la Ceratophyllidae, Ctenophthalmidae y Pulicidae, que tienen una riqueza de
74, 45 y 24 respectivamente, y las familias con menor riqueza (menos de 10 especies
registradas) son la Ischnopsyllidae (10), Hystrichopsyllidae (8), Rhopalopsyllidae (8) y
Leptopsyllidae (3). Esta informacion debe de tomarse con cautela, ya que el numero de
especies que integran estas familias proviene de colectas que se realizaron principalmente

en estados del centro y sur de México.

Las pulgas como vectores

Las pulgas (Siphonaptera) son artropodos hematofagos con una amplia distribucion,
y son capaces albergar y transmitir microorganismos que afectan a mamiferos incluyendo al
hombre. La transmision de estos microorganismos se puede presentar mediante dos vias, la
oral, a través de la regurgitacion de sangre de la cual se alimentan, y la via fecal, con heces
infectadas (Whiting et al. 2008; Bitam et al. 2010). La gran riqueza de especies y la
habilidad que poseen para alimentarse de distintos hospederos hacen que las pulgas sean
vectores potenciales para la dispersion de EI (Lewis 1998; Whiting et al. 2008; Medvedev y
Kotti 2013).

Las pulgas son vectores importantes de algunas EI de caracter zoondtico. Por
ejemplo, La tularemia es una enfermedad transmitida por la bacteria Francisella tularensis,
esta se transmite por distintos artropodos, dentro de los cuales las pulgas son importantes
vectores, esta enfermedad tiene una amplia distribucion y esta presente principalmente en
paises que se encuentran al norte del ecuador (WHO 2007). Otra enfermedad con amplia
distribucion es el tifus, esta es causada por distintas bacterias del género Rickettsia, como
R. typhi, que es transmitida por la pulga Xenopsylla cheopis la cual es capaz de transmitir
otras enfermedades zoondticas como Bartonelosis y Peste bubonica (Brouqui y Raoult
2006; Esisen et al. 2007a; Reeves et al. 2007).

En la actualidad no se reconoce a ninguna especie de pulga como especifica del

hombre, sin embargo, la domesticacion de animales y el crecimiento de asentamientos



humanos provocan que las pulgas se alimenten de huéspedes incidentales como el hombre.
Por ejemplo: la pulga Pulex irritans que es llamada erroneamente “la pulga del hombre”,
suele parasitar animales domésticos como cerdos, perros, gatos y cabras. Otras pulgas
sinantropicas de importancia para la transmision de EI son: Ctenocephalides felis felis (la
pulga del gato), Ctenocephalides canis (la pulga de perro), Echidnophaga gallinacea,
Tunga penetrans y Xenopsylla cheopis (Bitam et al. 2010).

Bartonella sp.
Descripcion e Historia

Bartonella sp. es una bacteria Gram negativa, facultativa intracelular y aerobica que
es capaz de infectar los globulos rojos y el endotelio vascular de una gran variedad de
vertebrados incluyendo a el hombre. Esta bacteria fue aislada y descrita por primera vez en
1905 por Alberto Barton Thompson, sin embargo existen monolitos que indican que la

especie B. bacilliformis estuvo presente en la época precolombina (Maguifa 2010).

La primera especie descrita fue B. bacilliformis, esta es transmitida al hombre por
mosquitos del género Lutzomyia, aunque se reconoce que la especie L. verrucarum, es el
principal vector (Townsend 1913). Esta bacteria provoca la enfermedad conocida como
enfermedad de carridn, fiebre de oroya o verruga peruana (dependiendo de sus sintomas es
como se le reconoce). La enfermedad presenta dos fases: la fase aguda (enfermedad de
carrion o fiebre de oroya) se caracteriza principalmente por una anemia severa, fiebre,
ictericia, linfoadenomegalia, y ocasionalmente provoca derrame pericardico, anasarca y
convulsiones, y la fase cronica, se caracteriza por la presencia de verrugas en cara,
miembros superiores y miembros inferiores, aunque también se puede acompaiiar de

palidez, fiebre, dolor articular y linfoadenomegalia (Maguifia et al. 2008).

La especie B. quintana fue la segunda especie del género Bartonella que se
descubrid, esto tuvo lugar durante la primera guerra mundial. Esta bacteria causa la
enfermedad conocida como fiebre de las trincheras o fiebre quintana, y el piojo humano

Pediculus humanus es el vector encargado de dispersar esta bacteria (Byam y Lloyd 1920).



Actualmente B. quintana se encuentra principalmente en personas con poca higiene, como
las personas sin hogar, drogadictos y personas alcoholicas, y causa algunas complicaciones
como, endocarditis, angiomatosis, e infecciones en higado, bazo y linfonodos (Drancourt et

al. 1996; Koehler et al. 1997; Brouqui et al. 1999).

La tercera especie que se caracterizo fue B. henselae, esta fue aislada por primera
vez de pulgas de gatos (Ctenocephalides felis) que presentaban bacteremia a inicios de
1990 (Koehler et al.1994). Dentro del género de Bartonella, esta especie es la mas
estudiada debido a que afecta a una buena parte de la poblacion de Estados Unidos
(Jackson et al. 1993). Se ha sugerido que las heces de las pulgas C. felis pueden ser la
principal causa de infeccion en gatos y humanos. En un experimento realizado por Foil y
col. (1998), se encontrd que solo los gatos que habian sido inoculados por via intradérmica
con heces infectadas de C. felis presentaron bacteremia, mientras que los gatos que se
sirvieron de alimento de pulgas infectadas no se vieron afectados. Por lo tanto se reconoce
que la via de transmision de B. henselae en gatos y humanos, son las heces contaminadas
de pulgas que son inoculadas por las garras contaminadas de estos felinos; de aqui que la
enfermedad que causa esta especie de Bartonella sea llame “la enfermedad del arafiazo de

gato”.

El interés cada vez mayor por parte de los investigadores y el desarrollo de nuevas
herramientas en biologia molecular, han aportado grandes avances en el conocimiento de
esta bacteria. En las ultimas décadas se han logrado identificar de 30 a 40 especies y
subespecies de Bartonella asociadas a distintas especies de mamiferos (Kosoy et al. 2012).
A pesar de los grandes avances, aun falta mucho para establecer los factores que

determinan la transmision y la sobrevivencia de cada una de estas especies de Bartonella.

Bartonella y las pulgas

Bartonella es una bacteria que se encuentra ampliamente distribuida, y esto se debe
a su capacidad para sobrevivir en distintos huéspedes y vectores. Esta bacteria se ha
logrado identificar en mamiferos domésticos (Por ejemplo: gatos, perros y vacas) y

silvestres (Por ejemplo: roedores, murciélagos, delfines, marsopas, belugas, pumas, linces,



guepardos, leones y tigres), y en vectores como mosquitos, piojos, garrapatas y pulgas

(Chomel et al. 2009; Kosoy et al. 2010).

Actualmente Bartonella es una bacteria muy estudiada dada su importancia
zoonotica, sin embargo, la mayoria de las investigaciones se centran en el orden rodentia.
Esto puede deberse a que este grupo de mamiferos es el mas numeroso (Carleton y Musser,
2005) o a la facilidad con la que este orden se maneja en el campo y en el laboratorio. Las
pulgas son los principales ectoparasitos que se encargan de la dispersion de Bartonella
entre estos pequefios mamiferos; cabe mencionar que el orden rodentia es el que tiene

mayor riqueza de especies de pulgas (Marshall 1981).

La complejidad del estudio de esta bacteria en pulgas se debe en gran parte a la
eficiencia de transmision; y es que a pesar de que se detecte cierta especie o subespecie de
Bartonella en una pulga, no asegura necesariamente su transmision al huésped. Por
ejemplo, el estudio realizado por Abbot y col. (2007) con pulgas de roedores Sigmodon
hispidus, mostr6 que algunas cepas de Bartonella tienen afinidad tanto por el huésped como
por la pulga, y otras solo son detectadas en los roedores o en sus pulgas, lo que sugiere que

las pulgas son vectores competentes solo de algunas cepas de Bartonella.

Las pulgas son vectores de numerosas especies y sub especies de Bartonella. De
acuerdo con Bitam y col. (2012) al menos 12 de estas especies y subespecies se han
detectado en pulgas, sin embargo, las pulgas son consideradas como vectores competentes
de solo 7 de estas especies de Bartonella, y en 5 de ellas, las pulgas son consideradas como
vectores potenciales. Por otro lado, la informacion recopilada por Maggi y col. (2012)
muestra que las pulgas son vectores competentes de 9 especies y subespecies de Bartonella

y en el resto (11) son consideradas como vectores potenciales (Cuadro 1).

Las pulgas han ayudado a promover la diversidad de cepas de Bartonella en sus
huéspedes. Aunque algunas pulgas son especificas de una especie de hospedero, algunas
son capaces de alimentarse de huéspedes que pertenecen a distintos géneros, familias u
ordenes, lo que origina la dispersion y diversificacion de esta bacteria (Medvedev y Kotti

2013). Por ejemplo, los estudios de Bai y col. (2007) realizados en Estados Unidos, y de
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Rubio y col. (2014) en México, muestran que hay un alto grado de especificidad entre los
genotipos de Bartonella y los roedores a nivel de género, sin embargo, hay algunas
excepciones. Ambos estudios mostraron que roedores del genero Onychomys son capaces
de albergar genotipos de Bartonella que se asocian a roedores Peromyscus spp. y
Dipodomys spp., respectivamente. Esto sugiere que las pulgas de roedores Onychomys son
capaces de alimentarse de otro roedor, adquirir un genotipo de Bartonella no especifico de
su huésped principal y transmitirlo a este, favoreciendo la dispersion de esta bacteria entre

distintos géneros de roedores.

Cuadro 1. Especies y subespecies de Bartonella, reservorio principal y pulgas confirmadas

como vectores (V') y vectores potenciales (*). Modificado de Maggi y col. 2012.

Especies y subespecies de Reservorio principal Pulgas

Bartonella (vector confirmado y
potencial)

B. alsatica Conejos (Oryctolagus cuniculus) *

B. bacilliformis Humanos, gatos (Felis catus) y perros v
(Canis familiaris)

B. birtlesii Roedor (Apodemus spp.) *

B. clarridgeiae Gatos (Felis catus) v

B. doshiae Roedores (Microtus agrestis y Rattus spp.) v

B. elizabethae Roedores (Rattus norvegicus) v

B. grahamii Roedores (Clethrionomys spp. y Apodemus v
spp.)

B. henselae Gatos (Felis catus) y perros (Canis v
familiaris)

B. koehlerae Gatos (Felis catus) y roedor (Meriones v
lybicus)

B. peromysci Roedor (Peromyscus spp.) *

B. quintana Humanos, roedores (Meriones lybicus) v

B. rattimassiliensis Roedores (Rattus spp.) *
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B. rochlimaea Perros (Canis familiaris) *

B. talpae Topo (Talpa europaea) *

. taylorii Roedores (Apodemus spp., Meriones lybicus v

y Clethrionomys spp.)

B. tribocorum Roedores (Rattus spp. y Apodemus spp.) *

B. vinsonii subsp. arupensis ~ Roedor (Peromyscus leucopus ) *

. vinsonii subsp. berkhoffii  Coyotes (C. latrans), perros (Canis *

familiaris) y zorros (Urocyon spp.)

B. volans Ardillas voladoras (Glaucomys volans) *

B. washoensis Ardillas de tierra (Spermophilus beecheyi) y *

conejos (Oryctolagus cuniculus)

Yersinia pestis
Descripcion e Historia

La peste es una enfermedad aguda zoonotica, que puede ser fatal y es causada por
una bacteria altamente virulenta llamada Yersinia pestis. Esta bacteria pertenece a la familia
Enterobacteriaceae, y es considerada una bacteria anaerdbica, Gram negativa, no mévil

(Perry y Fetherston 1997).

En 1894 Alexandre Yersin y Shibasaburo Kitasato encontraron de manera
independiente esta bacteria en muestras de humanos y roedores durante la epidemia de
Hong Kong, sin embargo, al primero es a quién se le atribuye el descubrimiento, pues fue
quién acert6 describiéndola como una bacteria Gram negativa (USGS 2012). A pesar de
que esta bacteria fue descrita en ese afio, las primeras descripciones se pueden encontrar en
la biblia (Zietz y Dunkerlberg 2004). Actualmente se reconocen tres pandemias causadas

por Y. pestis: la plaga de Justiniano, la peste negra y la peste moderna.

La plaga de Justiniano
Data de los afios 541-544 d.C., y afect6 el norte de Africa, Europa, Asia del sur y

Asia central, y Arabia. Esta pandemia adquirid este nombre pues se presentod durante el
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imperio Bizantino (también llamado Imperio Romano de Oriente o Bizancio) cuando
gobernaba Justiniano I el Grande, las personas afectadas por Y. pestis en este imperio
presentaron la forma bubodnica. Se cree que esta pandemia se origind en Etiopia o en Egipto
y posteriormente se esparcié a Constantinopla cuando los barcos con granos que también
cargaban ratas y pulgas desembarcaron (Perry y Fetherston 1997). Se estima que alrededor

del 50-60% de la poblacion muri6 en la region entre los afios 541-700 d.C.

La peste negra

Esta pandemia se presento en el siglo XIV y se estima que fue responsable de la
muerte de 17-28 millones de europeos lo que representd de un cuarto a un tercio de la
poblacion (Perry y Fetherston 1997). De acuerdo con una investigacion publicada por
Wheelis (2002), esta pandemia inici6 en la ciudad de Caffa (ahora Ucrania), que tenia el
principal puerto visitado por grandes buques Genoveses. En 1345 topas mongoles rodearon
esta ciudad pero los militares comenzaron a morir ya que se vieron afectadas por la peste.
En un altimo esfuerzo por invadir la ciudad, los sobrevivientes lanzaron los cuerpos de los
hombres infectados con Y. pestis. Después de lo ocurrido en Caffa se presentaron brotes de

peste bubdnica y neumonica en Europa por los siguientes 300 afos.

La peste moderna

La tercera pandemia comenzo en la provincia de Yunnan en China en 1855, con el
movimiento de tropas y refugiados en la region. La diseminacion alrededor del mundo se
vio favorecida por el uso de trenes y barcos de vapor. Muchas ciudades en Africa, Europa,
Asia e India, se vieron invadidas por esta bacteria. A diferencia de las pandemias

anteriores, esta invadio el continente Americano (Perry y Fetherston 1997).

La epidemia de América del norte comenzo6 en el afio de 1900, cuando un barco con
ratas y pulgas infectadas con Y. pestis, procedente Hong Kong arribo a la ciudad de San
Francisco, California. La peste pronto se esparcié por toda la Costa del Pacifico invadiendo
ciudades como Seattle, Oakland y los Angeles lo que resulto en al menos 494 casos

humanos con una tasa de fatalidad mayor al 50% (Adjemian et al. 2007). Dos afios después
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aparecieron brotes de peste en el puerto de Mazatlan en Sinaloa, México (Candil et al.

2009).

América del sur también fue victima de esta bacteria. A partir de 1899 con la
llegada de un barco a Uruguay procedente de Holanda la peste se disemind, invadiendo
gran parte de América del sur. De acuerdo con Faccini-Martinez y Sotomayor (2013), del
afio 1899 al afio 1908, algunos paises como Paraguay, Argentina, Brasil, Peru, Chile,
Ecuador, Venezuela, Bolivia y Colombia, se vieron afectados debido a la llegada de barcos
con roedores y pulgas infectadas, que procedian de paises como Holanda, Bélgica,

Inglaterra, Birmania y Tailandia.

La amplia distribucion de reservorios (roedores) y vectores (pulgas) de Y. pestis
permiti6 que la bacteria se presentara en todos los continentes habitados (con excepcion de

Australia) provocando una pandemia global (Fig. 1).

Bl Probables focos silvestres (USGS 2012)

Figura 1. Mapa con paises que presentaron peste en los afios 1970 a 2004, y probables

focos en animales silvestres. Modificado de (USGS) U.S. Department of the interior 2012.
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Enfermedades ocasionadas por Yersinia pestis

La peste es transmitida por pulgas, sin embargo, la transmision entre personas puede
ocurrir si esta bacteria es inhalada, o bien se puede adquirir por la exposicion de heridas a
materiales contaminados. Cuando las personas estan infectadas la enfermedad puede

adquirir tres formas: la bubonica, la septicémica y la neumonica

Peste bubodnica

Esta es la mas comun y por lo regular resulta por la picadurade una pulga infectada,
pero también se puede adquirir por heridas expuestas a materiales contaminados. De 2 a 6
dias post exposicion, los pacientes pueden presentar fiebre, dolor de cabeza, escalofrio,
dolor muscular, fatiga, nduseas, vomito y diarrea, sin embargo, la inflamacion de los
ganglios linfaticos (bubones) es la caracteristica mas relevante. Si no se da tratamiento a
tiempo, la enfermedad progresa rapidamente, y la bacteria entra al torrente sanguineo

causando una peste secundaria septicémica (Gratz 1999).

Peste septicémica

Esta puede ser primaria o secundaria a la peste bubonica. La peste septicémica
primaria se adquiere cuando Y. pestis se transmite de forma directa al torrente sanguineo.
Los pacientes presentan sintomas similares a los que causan otras bacterias (fiebre,
escalofrio, dolor de cabeza, malestar general y sintomas gastrointestinales), pero también se
presenta necrosis y gangrena de extremidades que se desarrolla por la presencia de
coagulos de sangre. Sin tratamiento la tasa de mortalidad se encuentra entre un 30% a 50%

(Gratz 1999; USGS 2012).

Peste neumanica

Esa forma de enfermedad se presenta cuando las personas entran en contacto directo
con aerosoles exhalados por pacientes o animales infectados con esta bacteria. Después de
1 a 3 dias post exposicion se pueden desarrollar sintomas similares a la gripe comun que
progresa rapidamente a neumonia con tos, dolor de pecho y esputo con sangre. Esta es la

forma de enfermedad menos comun en humanos pero tiene una alta mortalidad incluso
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cuando hay tratamiento, debido al fallo respiratorio que provoca (Gage 1998; Gratz 1999;

USGS 2012).

Yersinia pestis y las pulgas

Los habitos alimenticios de las pulgas hacen que estos artropodos sean eficientes en
la transmision de Y. pestis, sin embargo cuando una pulga se alimenta de un mamifero
infectado la transmision puede darse de manera inmediata o puede tardar algunos dias.
Dentro de los primeros cuatro dias (fase temprana de transmision) dependiendo de la
especie de pulga de la cual se trate Y. pestis puede transmitirse rapidamente a otro
hospedero, puede localizarse en el tracto digestivo de la pulga TD (la eficiencia de
transmision depende de su localizacion en el TD) o puede ser eliminada rapidamente del
TD por heces como en el caso de la pulga Ctenocephalides felis (Eisen et al. 2006, 2008,
2009).

En algunas ocasiones Y. pestis puede acumularse en el proventriculo de la pulga
provocando un bloqueo que impide el paso de sangre al estbmago. De esta manera cuando
la pulga trata de alimentarse, la sangre llega al proventriculo, se mezcla con la bacteria y la
sangre infectada es regurgitada nuevamente al hospedero. Al presentar este bloqueo, la
necesidad de las pulgas aumenta debido a la inanicidon provocada por la falta de sangre en el
estomago, lo que favorece la probabilidad de transmision de la bacteria a hospederos no

infectados (Burroughs 1947) (Figura 2).
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Figura 2. Aparato digestivo de las pulgas

Algunas pulgas son mas eficientes en la transmision de peste, ya sea por que rara
vez presentan bloqueo permitiendo que Y. pestis se siga transmitiendo (Oropsylla
montana), o porque son efectivas tanto en la fase temprana de transmision como en la fase
de bloqueo (Xenopsylla cheopis) (Engelthaler et al. 2000; Eisen et al. 2007b). De acuerdo
con Gage (1998) y Gratz (1999) alrededor de 20 géneros de pulgas son huéspedes naturales
de Y. pestis (Cuadro 2), sin embargo, solo algunas son muy eficientes en la transmision de
peste durante la fase temprana (X. cheopis, O. montana, O. hirsuta y O. tuberculata)
(USGS 2012).
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Cuadro 2. Géneros de pulgas que son vectores naturales de Y. pestis

Familia

Género

Ceratophyllidae

Coptopsyllidae
Ctenophtalmidae

Leptopsyllidae

Pulicidae

Pygiopsyllidae
Rhopalopsyllidae

Aetheca
Callopsylla
Citellophilus
Eumolpianus
Malaraeus
Nosopsyllus
Opisocrostis
Orchopeas
Oropsylla
Pleochaetis
Thrassis
Coptopsylla
Dinopsyllus
Neopsylla
Rhadinopsylla
Amphipsylla
Hoplopsyllus
Xenopsylla
Stivalius

Polygenis
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ESTUDIO MOLECULAR DE ESPECIES DE BARTONELLA Y YERSINIA PESTIS
EN PULGAS DE ROEDORES DE CHIHUAHUA, MEXICO.
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Abstract

Rodent fleas from northwestern Chihuahua, Mexico, were analyzed for the presence of Bartonella and Yersinia
pestis. In total, 760 fleas belonging to 10 species were tested with multiplex polymerase chain reaction analysis
targeting the g/tA (338-bp) and pla genes (478-bp) of Bartonellaand Y. pestis, respectively. Although none was
positive for Y. pestis, 307 fleas were infected with Bartonella spp., resulting in an overall prevalence of 40.4%. A
logistic regression analysis indicated that the presence of Bartonellais more likely to occur in some flea species.
From a subset of Bartonella-positive fleas, phylogenetic analyses of gitA gene sequences revealed 13 genetic
variants clustering in five phylogroups (I-V), two of which were matched with known pathogenic Bartonella spe-
cies (Bartonella vinsonii subsp. arupensis and Bartonella washoensis) and two that were not related with any
previously described species or subspecies of Bartonella. Variants in phylogroup V, which were mainly ob-
tained from Meringis spp. fleas, were identical to those reported recently in their specific rodent hosts
(Dipodomys spp.) in the same region, suggesting that kangaroo rats and their fleas harbor other Bartonella spe-
cies not reported previously. Considering the Bartonella prevalence and the flea genotypes associated with
known pathogenic Bartonella species, we suggest that analysis of rodent and flea communities in the region
should continue for their potential implications for human health. Given that nearby locations in the United
States have reported Y. pestis in wild animals and their fleas, we suggest conducting larger-scale studies to in-
crease our knowledge of this bacterium.

Key words: Bartonella, Yersinia pests, flea, Mexico

Bartonella species and Yersinia pestis are vector-borne bacteria thar
mulaiply in the bloodstream of mammals and are important zoo-
notic pathogens (Stenseth et al. 2008, Chomel et al. 2009). The
genus Bartonella currenty includes berween 30-40 species, from
which some (Bartonella guimtana, Bartonella henselae, and
Bartonella bacilliformis) are associated with specific human diseases
such as trench fever, cat-scratch disease, and Carrion's disease
(Jacomo et al. 2002, Kosoy et al. 2012, Buffet et al. 2013), These

bacteria can infect multiple mammals and ectoparasites are known
to serve as vectors for ar least some species of Bartonella, although
the ability of many potential vectors has yet to be tested (Billeter
er al. 2008, Chomel et al. 2009, Kosoy 2010). Y. pestis is a bacte-
rium thar is highly pathogenic for humans and many species of wild-
life, especially certain rodent species. It is undoubtedly best
recognized as the cause of three historical pandemics, including the
Black Death in the 14th century (Stenseth et al. 2008). Nowadays,
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itis present in a wide range of rodent hosts and their fleas, represent-
ing a constant threat to wildlife conservation and human health
(Gage and Kosoy 2005, USGS 2012). The ecology of the flea—rodent
interaction drives the dynamics of Bartonella species and Y. pestis
(USGS 2012, Buffer er al. 2013). Because rodent fleas spread
Bartonella bacteria among individual hosts, their relative host spe-
cificity shapes the level of Bartonella strain diversicy observed in
each host species (Tsai er al. 2011). Similarly, the abundance and
intensity of fleas can determine the transmission rate of Y. pestis in
prairie dogs (Cymomys species), which increases the mortality
among these rodents and, under some circumstances, the infection
risk in humans (Tripp et al. 2009).

In recent years, several sudies have contributed to understand
the importance of fleas as vectors of Bartonella species and Y. peszis
in North America (Morway et al. 2008, Stapp et al. 2009, Tripp
er al. 2009, Brinkerhoff et al. 2010a). For example, a field study in
woodrats and their fleas conducted in New Mexico, USA, showed
that flea abundance corresponded with high prevalence of
Bartonella in fleas and woodrats during the early reproductive
peniod of these rodents (Morway et al. 2008). Likewise, infestarion
with prairie dog fleas (Oropsylla hirsuta) increases in grasshopper
mice following a plague epizootic, suggesting a change in host-
specificity when the population of the main host suffers high moreal-
ity (Stapp et al. 2009).

The limited number of studies thar have been conducted in
rodent fleas (Zapata et al. unpublished) or wild rodents (Bai
et al. 2009, Rubio et al. 2014) in Mexico indicates the presence
of Bartonella in a wide range of rodent species and their fleas. In
contrast, to date, no cases of Y. pestis infection have been docu-
mented in Mexican wild mammals. Research on both types of
bacreria in northwestern Mexico becomes relevant, considering
thar this gengraphic region has similar hiofic and abiotic condi-
rions ro thase found in sonthwesrern United Srates, where human
cases of rodent-associated Barfomella illness (Kosoy et al. 2003,
Iraln er al. 2006) and human plague (Craven er al. 1993) have
been reported. Moreover, the southern limir of the black-railed
prairie dog (Cynomrys ludovicianue) distribution occurs in north-
western Mexico, where the species is considered threatened
(Ceballos et al. 1993) because of namral droughts, habimrt loss,
and poisoning (Avila-Flores ct al. 2012). Black-tailed prairic
dogs arc also known to be highly susceprible to Y. pestis
{plaguc), and although plaguc has ycr to be recognized in these
aunimals in Mexico, black-tailed prairic dogs frequently succumb
o the disease during vuibreaks i the United States (Pauli et al.
2006).

In this study, we conducted a molecular survey of Bartonella spe-
cies and Y. pestis in wild rodent fleas from northwestern Mexico.
The identification of species (or raxon}-specific associations between
rodents and fleas, as well as berween fleas and bacteria, could pro-
vide new insights to understand the dynamics of Bartonella and
plague infections in Mexico, where both zoonotic diseases appear to
be rare, absent, or neglected.

Materials and Methods

Study Area and Sampling

We selected two locations (28km apart) in the region of Janos,
Chihuahua: Rancho Ojites (RO, 300 46'18.21" N, 108° 32'4.55"
W) and Monteverde (MV: 30° 57/20.32" N, 108° 44'23.69" W)
locared within the Janos Biosphere Reserve . The first location is
mostly covered by mesquirte shrublands (Prosopis spp.), whereas the

latter is dominated by native desert grasslands, both with and with-
out black-tailed prairie dogs colonies (C. hedovicianus), thar inter-
mix with mesquite shrublands.

In March 2013, we live rapped rodents in six sampling sites
in each locarion. In each sampling site, we placed a grid of 7 x 7
Sherman traps (7 by 8 by 32 cm; H.B. Sherman traps, Tallahassee,
FL) placed ar 10-m intervals (3,600 m”). Trapping was conducted
for three consecurtive nights per site. In sites locared within black-
additionally placed nine
Tomahawk traps ar the entrance of active burrows. Once cap-

railed prairie dog colonies, we

tured, individuals were identified, weighed, sexed, and ear-tagged
{Model 1005-3; Nadonal Band and Tag Co., Newport, KY). Each
rodent was carefully inspected for 2min to collect fleas, which
were placed in microtubes containing 70% alcohol and stored at
—80°C. After handling, rodents were released at the site of
capture.

Identification and Relative Abundance of Fleas

Fleas were identified to species level based on morphological char-
acters using a dissecting scope (5Zx12 Olympus, Melville, NY),
and published taxonomic keys (Hubbard 1947, Hopkins and
Rothschild 1962, Stark 1970, Furman and Catts 1982, Acosta and
Morrone 2003). We combined data from all plots in two locatons
to estimate the relative abundance of each flea species (number
of individuals from a given species/toral number of individuals),
and the intensity of infestation (number of collecred fleas from all
species/number of infested hosts).

Template Preparation and PCR

Fleas were tested for Bartonella species and Y. pestis using a modi-
fied version of the mulriplex polymerase chain reacrion (PCR)
aseay described hy Srevenson et al (2003). We placed each flea in
100 pl DPBS (Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline, Gibco, Grand
Island, NY) with three 2. 5-mmo glass beads and ground it for
2min at 20 beats/s in a Mini-Beadbeater (Biospec Products,
Bartlesville, OK), Triturared samples were incubated ar 95°C for
10 min and then centrifuged for 10 s ar 5,000 rpm. We used 2.5 ul
of the supernatant per PCR. Megative isolation controls were pre

parcd by processing 100pl DPBS (no flca) in tandem with cach
barch of flcas. Positive control template was prepared by diluting
Y. pestis CO%26-3188 DNA and Dartonella doshiae DNA in the
supernatant from a coluny-reared fea wrate (Xenopsylla cheo-
pis, CDC, Division ol Vector-Borme Inlectious Diseases, Fort
Collins, CO) and 160 pg/pl,
respecrively.

To verify the presence of amplifiable DINA in each flea triturate,
we prepared 50-pl reacrions containing 1X GoTaq Green
MasterMix and primers (500nM each) designed to amplify a 213-
bp segment of the 185 ribosomal RNA gene in fleas: Flea_1389F
(5-CGL ACT T1C GGG TAT CITC GAA-3) and Flea 1601R (5-
CI'T TUG GUC AAG GAA AAC CI1-3). We tested each sample for
Bartonella species and Y. pestis in a second, 50-pl duplex PCR reac-
non containing 1X GoTaqg Green MasterMix (Promega, Madison,
WI) and 1.0 pM each primer. Primers pairs targeting Bartonella spe-
ces and Y. pestis were described previously (Kosoy er al. 1997,
Stevenson et al. 2003): BhCS781.p (5-GGG GAC CAG CTC ATG
GTG G-3) and BhCS1137.n (5-AAT GCA AAA AGA ACA GTA
AAC A-3) target the citrate synthase gene (gltA; 338-bp product);
Yp1 (S-ATC TTA CTT TCC GTG AGA AG - 3) and Yp2 (5-CTT
GGA TGT TGA GCT TCC TA - 3) target the plasminogen activa-
tor gene (pla; 478-bp producr). Amplification included an initial

to final concentrations of 1
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denaturation at 95° for 5 min, followed by 35 cycles of denaturation
at 95°C for 1 min, annealing at 56°C for 1 min, and extension at
72°C for 1 min, followed by a final extension at 72°C for 10 min.
Each set of reactions included a positive control (described above).
Negative controls included an isolation control (described above)
and DPBS.

Following PCR, we analyzed 10 pl of each sample by electropho-
resis on a 1.5% agarose gel with SYBR Safe DNA gel stain (Life
Technologies, Grand Island, NY). Samples were electrophoresed at
100V for 1h and amplicon bands were wvisualized using a
BioSpectrum® Mulrispectral Imaging System (UVP, Upland, CA).
We estimated amplicon size using a molecular weight standard
(100 bp DNA ladder, New England BioLabs, Ipswich, MA). Only
samples thar ultimarely produced unambiguous bands of the correct
size were considered positive.

Seguence Analysis

Amplicons of the correct size (n=48) were randomly selecred
from the pool of individual fleas thatr were found to be Bartonella-
positive. Based on this sampling procedure, we selected at least one
individual flea from any combination of flea and rodent species
(except Thrassis aridis present in Onychomys lewcogaster, and
Meringis altipecten present in Peromryscus maniculatus). Selected
amplicons were purified using the QIAquick PCR Purificadon Kit
{Qiagen) and sequenced using an Applied Biosystem 3130 Generic
Analyzer (Applied Biosystems, Foster City, CA). Analyses of
sequences and phylogeneric relationships were conducted using
MEGAS (Tamura et al. 2011). Clustal W was used to align and
compare our results with Bartonella gltA sequences obtained
from GenBank. The phylogenetic tree was constructed using the
neighbor-joining method by the Kimura two-parameter distance
method, and bootstrap calculation with 1,000 resamplings. A cri-
terion of > 96% homology t gltA was used to define phylogroups
(La Scola et al. 2003),

Statistic Analyses

We performed logistic regression analyses to identify variables thar
relate the presence of Bartonella in fleas. For this analysis, three
models were performed, one with individual flea species (one varia-
ble, nine parameters), one with host species (host identity: one varia-
ble, nine parameters), and one with the rwo variables combined as
explanatory variables. No interaction effects were included to
avoid model overfirting. For individual design variables (either flea
or host species), P<0.05 were considered staristically significant.
We evaluated overall performance of models using Akaike informa-
tion criterion {AIC). The analyses were carried our in R software
(R Development Core Team 2013).

Results

Rodent and Flea Communities

We captured a roral of 198 rodents belonging to 10 species, seven
genera, and three families (Cricetidae, Heteromyidae, and
Sciuridae), from which 77.3% (153/198) had fleas (Table 1). We
collected 760 fleas representing three families (Cerarophyllidae,
Crenophthalmidae, and Pulicidae), seven genera, and 10 species.
The most abundant fleas were M. altipecten, Meringis arachis, and
Pleochaetis exilis, whereas T. aridis, Orchopeas sexdemtatus, and
Meringis parkeri were less abundant (Table 2). The ovemll
intensity of infestation was 4.9 (range: 1-40) fleas per individual
(760/153).

Table 1. Number of rodents harboring fleas and number of rodents
with fleas containing Bartonella DNA

Rodent species Captured Number of Number of

rodents rodents rodents with

with fleas® fleas positive

tw Bartonella
Chaetodipus penicillatus 6 1 0
Cynomys ludovicianus 13 12 1
Dipodorys merriami 106 77 30
Dipodomys spectabilis 21 17 13
Neotoma albigula 1 1 1
Omychomys arenicola 17 17 16
Omychomys lewcogaster 7 7 y &
Peromyscus lewcopus 4 4 2
Peromyscus maniculatues 15 12 9
Spermophilus spilosoma 8 5 0
Total 198 153 929

“ Rodent species with at least one flea collected.

Prevalence of Bartonella Species and

Yersinia pestis in Fleas

We found an overall prevalence of 40.4% (307/760) of Bartonella-
DNA-positive fleas. Every flea species tested yielded ar least one pos-
itive, with the exceprion of Q. hirsuta. We observed the highest
prevalence in P. exilis, M. altipecten, and M. arachis (Table 2). All
tested fleas were negartive for Y. pestis.

Probability of Bartonella sp. Presence in Fleas

In roral, 760 fleas belonging o 99 rodents were included in the
model (Table 1). The AIC value indicated thar flea species identiry
was the most important variable that predicts the presence of
Bartonella  (AlCq., =892.54, AIC,..=930.84, AlCa. , jou=
893.59). The logistic regression model using fea species as the
explanatory variable showed that the presence of Bartonella is more
likely to occur in some flea species (M. altipecten, M. arachis,
Q. sexdentatus, P. exilis, M. parkeri, and T. aridis) than others
(E. gallinacea, O. hirsuta, and Pulex sp.). In contrast, rodent host
identiry did not have a significant effect on Bartonella presence in
fleas (Table 3; parameters of the combined model, which produced
the lowest AIC value, are excluded).

Bartonella Genotypes in Fleas

Of the 48 amplicons selected, only 40 PCR products from rodent
fleas were also found to be positive by the gitA screening. The
obtained sequences clustered into 13 Bartonella genotypes. Of these
variants, two were newly identified in the present study with
GenBank accession numbers KM243758 and KM243759, and 11
were identical to previously reported genorypes. Genotypes were
clustered into five phylogroups (1-V; Fig. 1); Group I was associated
with B. vinsonii subsp. vinsonii and comprised three genotypes asso-
ciated with the fleas P. exilis, M. parkeri, and O. sexdentatus col-
lected from the rodents P mamiculatus, Onychomys aremicola,
O. leucogaster, and Neotoma albigula. All genotypes were identical
to previously reported genotypes obtained from rodent hosts cap-
tured in Janos, Chihuahua, Mexico, and Unired Srates (K]J719284,
DQ357613, and KJ719268). Group Il clustered with B. vinsoni
subsp. arupensis, and included two genotypes from Orchopeas leu-
copus fleas collected from Peromyscus rodents. One of these geno-
types was identical to previously reported genotypes recovered from
rodents of the same genus (GenBank AF489539 and AY064534),
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Table 2. Flea abundances by rodent species and Bartonelia sp. infection in fleas from the Janos region

@
w @ - X
- ;“'7' g g f:,_: § z § _% _~'§- . % 5 §_§ g :a:_ ¥ i Relative e Proportion
Flea species £ -g _% 8 2§ © 2 £ g8 S _g o] B R abundance of infected
S5 Y 3T 5§ 5F 5T Zf BT 85 EZ colleewd o) fes gl
25 B8 B3 $ 3 5§ 5 os8 =8 B2 R AL
ZH 08 0O&8 8 JF OF QFf aF = 55
Echidnophaga gallinacea 1 1 1 1 8 15 1 28 56 7.4 1 0.3
Pulex sp. 17 17 212 1 0.3
Meringis altipecten 34 19 2 189 3 247 325 108 352
Meringis arachis 11 5 17" 111 1 145 19 55 18
Meringis parkeri 7 1 7 15 2 6 2
Oropsylla hirsuta 42 42 5.5 0 0
Orchopeas leucopus 1 11 25 37 4.9 9 3
Orchopeas sexdentatus 15 15 2 7 23
Pleochaetis exilis 140 33 10 183 24 118 384
Thrassis aridis 1 2 3 0.4 2 0.7
Total 16 195 60 12 37 1 224 133 60 29 760 307
Table 3. Logistic regression analysis of two models
Model Species Estimated paramerer Standard error pvalue
Flea Echidnophaga gallinacea —4.007 1.009 <0.001*
Pulex sp. 1.235 1442 0.392
Menngis altipecten 3.755 1.017 <0.001*
Menmngis arachis 3515 1.023 <0.001*
Meringis parkeri 3.602 1.138 0.002*
Oropsylla hirsuta —13.559 610.453 0.982
Orchopeas leucopus 2.872 1.079 0.008%
Orchopeas sexdentatus 3.874 1.134 0.001*
Pleochaetis exilis 4.604 1.021 <0.001*
Thrassis aridis 4.700 1.587 0.003*
Rodent Neotoma albigida 1.631e+01 2.400e +03 0.995
Onychamys arenicola 1.664c+01 2.400c+03 0.994
Onyehomys leucogaster 1.704¢ + 01 2.400e+03 0.994
Peromyscus leucopus 1.547e 401 2.400e+03 0.995
Peromyscus maniculatus 1.583¢+01 2.400e+ 03 0.995
Chaetodipus bispidus —1.657e +01 2.400e + 03 0.994
Dipodontys merriami 1.645¢+ 01 2.400e+ 03 0.995
Dipodomrys spectabilis 1.585¢ + 01 2.400e + 03 0.995
Cynonys Indovicianus 1.249e +01 2.400e+03 0.996
Spermophilus spilosoma —5.295¢-09 2.441e+03 1.000
*P<0.05.

while the other was new (GenBank KM243758). Group II
included one genotype associated with B. washoensis. This was
obtrained from a Pulex flea collected from a black-tailed prainie
dog (Cynomys ludovicianus), and was identical to a previously
reporied genotype obrained from the rodents O. lewcogaster
(GenBank EF028160) and Spermophilus tridecemlineatus
(GenBank AYS584570), both of which were captured in United
States. Group IV included four genotypes associated with flcas M.
altipecten, M. arachis, M. parkeri, and P. exilis collected from
Omnychonrys spp. and D. merriami. Three of these genorypes were
idenrical to those found in Janos, Chihuahua, Mexico, and United
States in Dipodomys spp. and O. lencogaster (GenBank
KJ719290, DQ357612, and K]719294), whereas the other geno-
type is reported for the first time (GenBank KM243759). The clos-
est Bartonella species to this Group was B. grahamii with 97.6—
98.3% similarity. Group V included three genotypes not associ-
ated with previously described species of Bartonella; this clade
was formed by sequences obrained mainly from fleas of kangaroo
rats (Dipodomys spp.) and from some fleas of Omnychomys

rodents. These genotypes were identical to those recently reported
in Dipodomys spp. in Janos, Chihuahua, Mexico (GenBank
KJ719296-K]719298). Most infected fleas from the same individ-
ual host had the same Bartonella genotype, except for two fleas (P.
exilis) collecred from the same individual rodent (O. leucogaster)
that had different genotypes. One of these fleas had a genotype
clustered within Group I and the other had a genotype within
Group IV.

Discussion

Our results indicated Bartonella strains are widely distributed in
rodent fleas in northem Mexico, a finding that is consistent with a
previous study that found a high prevalence and genetic diversity of
Bartomella in wild rodents in the same region (Rubio et al. 2014).
The overall prevalence of Bartonella species in fleas (~40%) from
the Janos region was comparable with reports from other regions in
North America (Stevenson et al. 2003, Morway et al. 2008, Billeter
eral. 2011).
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Fig. 1. Phylogenetic tree showing relationship of the Bartonella genoty pes from field-collected rodent fleas from Janos, Mexico, and selected sequences of gitd
obtained from the GenBank. Genotypes are indicated in boldface: first capital letters refer to flea species [EG=E. gallinacea, MAL= M. altipecten,
MAR= M. arachis, MP= M. parken, OL= 0. leucopus, OS = 0. sexdentatus, P = Pulex sp., PE= P. exilis, and TA = T. aridis) and rodent species are represented
with capital letters (CYLU = C. Iudovicianus, DYME=D. merriami, DYSP= D. spectabilis, NEAL= N. albigula, ONAR= O. arenicols, ONLE = 0. leucogaster,

PERM = P. maniculatus, PERL = P. leucopus, and SPTR = Spermophilus trid

The k of genotypes assigned by flea species are in parentheses

and the asterisk refers to sequences of different fleas collected from the same host but clustered at distinct phylogroup. Phylogroups are marked by roman

numerals (V).

Results of this study suggest that the presence of Bartonella
depends on the identirty of flea species rather than that of host spe-
cies. However, this result should be taken with caution, as specific
host—vector and host—pathogen interactions may be required for the
transmission and maintenance of this bacterium. For example, in a
study focused on analyzing co-occurrence patterns of Bartonella
strains both in fleas, Polygemis gwyni, and their rodent hosts,
Sigmodon hispidus, it was found that both vector and host harbored
consistently one of the Bartonella strains; however, a common strain
present in the rodent was absent in the fleas, whereas a rare strain in
the rodent was common in the flea (Abbort et al. 2007).

Our phylogenetic analysis revealed that fleas in the study area
are infected by a wide range of Bartonella strains. Of the three phy-
logroups associated with previously known Bartonella, Groups 11
(include genotypes from O. lencopus) and I (include only one gen-
otype from Pulex sp.) were associated with B. vinsonii subsp. aru-
pensis, and B. washoensis, respectively, both of which are
recognized as pathogenic to humans (Welch et al. 1999, Kosoy et al.
2003, Bai er al. 2012). These results are consistent with available
information, as O. leucopus is specific to deer mice (P. maniculatus)
and other species of Peromyscus, and deer mice have been recog-
nized as carriers of B. vinsonii subsp. arupensis, while B. washoensis
is associated mainly with fleas of burrowing sciurid species
(Stevenson et al. 2003, Brinkerhoff et al. 2010b, Inoue et al. 2011).
Group V included genorypes isolared recently from kangaroo rars
(Dipodomys spp.) in Mexico (Rubio et al. 2014), which indicates

that the specific fleas of Dipodonrys spp. also harbor these geno-
types. Because this novel genotype forms a separated branch in the
phylogeneric tree of North American Bartonella (Rubio et al. 2014),
both kangaroo rats and their fleas could harbor a distinct species of
Bartonella.

The phylogenetic analysis showed a high degree of specificity
between Bartonella genotypes and flea spedes, mainly at the genus
level. Specificity of Bartonella is well-documented in rodents, and
there is some indication that the same pattern could occur in rodent
fleas (Kosoy et al. 1997, Bai et al. 2007, Morway et al. 2008,
Chomel et al. 2009, Brinkerhoff et al. 2010b, Billeter et al, 2011,
Buffet et al. 2013). We detected that two fleas from the same species
and collected from the same individual host (O. lencogaster) were
clustered separately, showing thar fleas can harbor different
Bartonella genotypes even if they parasitize the same host. This is
not unusual, as these fleas were collected from Omychomys rodents,
which tend to occupy other rodent burrows rather than building
their own nests (Thomas 1988), facilitating the exchange of these
bacteria berween hosts and flea species (Bai er al. 2007), This result
is consistent with a previous study conducted with rodent fleas from
Japan, which reports that fleas Ctenopbthalmus congener truncus
are capable of harboring B. grabamu and Bartonella tayloru
(Kabeya er al. 2011).

Human and animal plague cases and outbreaks reported in the
U.5. southwesrt are associated with cerrain environmental conditions
that often occur in March-June and October-May (Parmenter et al.
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1999, Brown et al. 2010). We did not detect Y. pestis in any of the
fleas collected in March. However, we collected flea species that
have been narurally infected wirh this bacrerinm in rthe Unired
States, including O. hirsuta, which has been recognized as an effec-
tive vector (Engelthaler et al. 1999, Tripp et al. 2009, USGS 2012).
Recently, O. hirsuta has been found to be positive to Y. pestis in the
neighbor state of New Mexico (Friggens et al. 2010), where the
majority of human plague cases have been reported in the United
States in the past 15 yr (Kiersten et al. 2015). It is therefore necessary
to contnue with studies of Y. pestis in the region, and to collect
addinional samples over larger spadal and temporal scales.
Additional studies might also include wild carnivores, which are
considered sentinels of plague (Salkeld and Scapp 2006), and counld
be important in spreading this bacterium between the United States
and Mexico.

This is the first report of a molecular study of Bartonella species
in fleas associated with wild rodents in the State of Chihuahuna
Mexico. Because some of the Bartonella genotypes we identified in
fleas from this study have been associated with pathogenic strains
that cause human illnesses, and some of the flea species collected
have been found naturally infected with Y. pestis in nearby regions
in the United States, we recommend further studies in this region.
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DISCUSION GENERAL

El interés por generar informacion acerca de los microorganismos que rodean al
hombre surge a partir de la afectacion que causan a este. Actualmente la emergencia y
reemergencia de microorganismos patogénicos que comparten los mamiferos, incluyendo al
hombre, ha aumentado, y el papel que juegan los vectores en la transmision de estos se ha

vuelto fundamental (Taylor et al. 2001; Jones et al. 2008).

La alta prevalencia de Bartonella sp. que se encontrd (~40%) y el gran nimero de
especies de pulgas que alojan esta bacteria, sugieren que Bartonella sp. esta distribuida
ampliamente en la region de la RBJ en Chihuahua. Este hallazgo es frecuente ya que en
paises como México, Estados Unidos, Tailandia y Corea, hay reportes de un 6% a un 95%
de prevalencia en roedores y pulgas (Thiagarajan 2006; Morway et al. 2008; Billeter et al.
2011; Assarasakorn et al. 2012; Kim et al. 2013; Rubio et al. 2014).

Todas las especies de pulgas encontradas presentaron Bartonella sp., con excepcion
de la pulga Oropsylla hirsuta que es especifica de perros de la pradera (C. ludovicianus),
sin embargo, otras especies de pulgas como Echidnophaga gallinacea y Pulex sp., que

también se encontraron en estos roedores fueron positivas en este estudio.

De las nueve especies de pulgas que resultaron positivas a Bartonella sp., dos no
habian sido reportadas anteriormente como portadoras de Bartonella sp. en norte américa
(Meringis altipecten y Thrassis aridis) (Friggens et al. 2010a; Thiagarajan et al. 2006;
Zapata et al. 2012, Stevenson et al. 2003; Morway et al. 2008; Bitam et al. 2010;
Brinkerhoff et al. 2010b). Esto es significativo ya que aporta informacion acerca de
especies de pulgas que pueden ser vectores potenciales en la transmision de Bartonella sp.

en la region de la RBJ.

El analisis de regresion logistica mostro que la variable (especie de pulga) es la que
dicta la presencia de Bartonella sp. Si bien es evidente que las pulgas promueven la
diversificacion y dispersion de esta bacteria entre sus hospederos, estos también juegan un
papel importante debido a que esta bacteria se replica en los eritrocitos de los hospederos

(Chomel et al. 2009; Tsai et al. 2011). Por lo tanto, para que una especie de Bartonella
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persista necesita adaptarse al vector y al hospedero por igual. Un ejemplo claro es el estudio

realizado con roedores del género Sigmodon y sus pulgas (Polygenis gwyni).

En este estudio encontraron que una cepa previamente identificada como comun en
los roedores Sigmodon también es comun en sus pulgas. Sin embargo, otra cepa que es
comun en estos roedores estuvo ausente en las pulgas P. gwyni, y viceversa, una cepa rara
en los roedores fue bastante comun en sus pulgas. Esto sugiere que las caracteristicas
bioldgicas de los hospederos y las pulgas pueden estar influyendo en la presencia de

determinadas cepas de Bartonella (Abbot et al. 2007).

El anélisis filogenético realizado reveld que se distribuyen al menos 13 variantes
genéticas que se agruparon en cinco filogrupos, de los cuales dos estan asociados a especies
de Bartonella que resultan ser patogénicas para hombre, y uno sugiere ser una especie
propia de ratas canguro (Dipodomys spp.) y sus pulgas. Esta informacion es relevante, pues
las localidades en donde se encontraron estas cepas se encuentran cerca de asentamientos
humanos. Seria interesante continuar con el estudio de esta bacteria haciendo estudios
longitudinales en pulgas, roedores y humanos, para ver como se comporta esta bacteria en

esta region.

Podemos sugerir que las colonias de perros de las praderas no estaban infectados
con Y. pestis, ya que las pulgas especificas de estos roedores y que son competentes para la
transmision de esta bacteria no la presentaron. Sin embargo, la cercania con las colonias de
perros de las praderas (C. ludovicianus) que se han visto afectadas por esta bacteria en
Estados Unidos, podria poner en riesgo las colonias de la RBJ, ya que algunos carnivoros
son capaces de diseminar la bacteria debido al amplio &mbito hogarefio que presentan. Por

otro lado, esta informacion sirve de respaldo para futuros estudios.
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CONCLUSION

Este estudio permitié confirmar mediante estudios moleculares la presencia de
distintas cepas de Bartonella en pulgas de roedores silvestres, y la ausencia de Y. pestis en
las mismas pulgas. Ademas aport6d informacion acerca de la riqueza de especies de pulgas y
roedores que actualmente se distribuyen en la RBJ en Chihuahua. Es necesario continuar
monitoreando ambas bacterias para prevenir futuros brotes en roedores y en la poblacion

humana.
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