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RESUMEN

Rickettsia typhi y Rickettsia felis son patdgenos transmitidos por pulgas, ambos se
caracterizan por producir enfermedad febril aguda indiferenciada. En la Gltima década,
se han reportado nuevas especies, denominadas organismos similares a R. felis o
“‘Rickettsia felis-like organisims” (RFLO) en distintos artrépodos, entre estas: R.
asembonensis y Candidatus R. senegalensis En Colombia, especificamente en el
departamento de Caldas se ha informado la presencia de R. felis en pulgas y en
garrapatas de Villeta, Cundinamarca, sin embargo, no se han realizado estudios en
otras areas de Colombia por lo que nos planteamos como objetivo determinar la
seroprevalencia de rickettsiosis transmitidas por pulgas en humanos e identificar
especies de Rickettsia sp. en pulgas recolectadas sobre perros y gatos del

departamento del Cauca.

Se realizé un estudio de corte transversal para la recoleccion de muestras de humanos
entre julio y noviembre de 2017, para detectar anticuerpos IgG contra R. felis y R. typhi
por IFI. Adicionalmente se recolectaron pulgas de perros y gatos, fueron clasificadas
taxondmicamente y organizadas en pooles, la identificacion de genes rickettsiales se
realiz6 por gPCR para el gen gltA, y por PCR convencional para ompB y 17KDa. A
las muestras con al menos dos genes positivos, se les realizé la técnica PCR-RFLP
para los productos de 17KDa se uso la enzima Xbal y para ompB se utilizo la enzima
NlalV. Los resultados fueron confirmados por secuenciacion. Se colectaron 506
muestras de humanos, en las que se determiné una seroprevalencia de 60,5%

(306/506) contra R. typhi y de 40% (22/80) contra R. felis. Se recolectaron 1284

16



pulgas, todas identificadas como Ctenocephalides felis; se organizaron en 245 pooles
de los que el 58% (144/245) fueron positivos para gltA, y de estos el 96,5% (139/144)
para ompB y 17KDa; la restriccion se realiz6 a todos los productos positivos para el
gen 17KDa, identificando el 100% de las muestras como R. felis-RFLO y para el gen
ompB, identificando el 14,4% como R. felis, el 84,9% R. asembonensis y el 0,7%
Candidatus R. senegalensis. Una muestra identificada para cada especie, fue
confirmada por secuenciacion. Este estudio muestra la seroprevalencia contra R. typhi
y R. felis en el departamento del Cauca siendo evidencia de co-circulacion de estas
dos especies; estos resultados coinciden con los reportados para otras zonas de
Colombia, sin embargo, son altos comparados con los obtenidos en otras regiones del
mundo, 2% para R. typhi en Grecia, 10,3% para el grupo de tifo en el amazonas
peruano, 3,8-18% Yy 3,2—6,5% contra R. typhi y R. felis en Espafia. Adicionalmente es
el primer reporte de Candidatus Rickettsia senegalensis en pulgas C. felis
recolectadas de perros en Colombia, obteniendo 99,8% de identidad con las
secuencias de gltA y ompB reportadas en el Genbank. Esta especie habia sido
reportada en Africa, Asia, India, Estados Unidos y Chile y su capacidad zoon6tica adn
no esta descrita Se determind la seroprevalencia de rickettsiosis transmitidas por
pulgas, en el departamento del Cauca y la alta circulacidén especies de R. felis o RFLO

en las zonas priorizadas del departamento.

1.1.1 Palabras clave:

Rickettsia asembonensis, Rickettsia spp, Candidatus Rickettsia senegalensis,

Ctenocephalides felis, Colombia
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ABSTRACT

Rickettsia typhi and Rickettsia felis are pathogens transmitted by fleas, both are
characterized for generating undifferentiated acute febrile illness. In the last decade,
new species have been reported in different arthropods designated as "Rickettsia felis-
like organisims” (RFLO), among them: R. asembonensis and Candidatus R.
senegalensis. In Colombia, specifically in the department of Caldas, the presence of
R. felis in fleas and in ticks from Villeta, Cundinamarca has been reported, however no
studies have been conducted in other areas of Colombia. To determine the
seroprevalence of rickettsiosis transmitted by fleas in humans and identify species of

Rickettsia sp. in fleas collected from dogs and cats from the department of Cauca.

A cross-sectional study was conducted for the collection of human samples between
July and November of 2017 to detect IgG antibodies against R. felis and R. typhi by
IFI. Additionally, fleas were collected from dogs and cats, taxonomically classified and
organized into pools, rickettsial gene identification was performed by qPCR for the gItA
gene, and by conventional PCR for ompB and 17KDa. Samples with at least two
positive genes were analyzed by PCR-RFLP, for the ompB products the NlalV enzyme
was used. The results were confirmed by sequencing. 506 human samples were
collected, in which a seroprevalence of 60,5% was detected against R. typhi and 40%
against R. felis. 1284 fleas were collected, all identified as Ctenocephalides felis; they
were organized in 245 pools from which 58% (144/245) were positive for gltA, and from
them 96,5% (139/144) for ompB and 17KDa; the restriction was made to all the positive

products for the ompB gene, identifying 14,4% as R. felis, 84,9% as R. asembonensis
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and 0,7% Candidatus R. senegalensis. A sample identified for each species was
confirmed by sequencing. This study shows the seroprevalence against R. typhi and
R. felis in the department of Cauca, this serves as evidence of co-circulation of these
two species; additionally these results coincide with others studies from different areas
of Colombia , however they are higher compared to those obtained in other regions of
the world, 2% for R. typhi in Greece, 10,3% for the typhus group in the Peruvian
Amazon, 3,8-18% and 3,2-6,5% against R. typhi and R. felis in Spain. Furthermore,
this is the first report of Candidatus Rickettsia senegalensis in C. felis fleas collected
from dogs in Colombia, obtaining 99,8% identity with the gltA and ompB sequences
reported in Genbank. This species had been reported in Africa, Asia, India, the United
States and Chile and its zoonotic capacity is not yet described. The seroprevalence of
rickettsiosis transmitted by fleas was determined in the department of Cauca and the

high circulation species of R. felis or RFLO in the prioritized areas of the department.

1.1.2 Key words:

Rickettsia asembonensis, Rickettsia spp, Candidatus Rickettsia senegalensis,

Ctenocephalides felis, Colombia
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2  JUSTIFICACION

Las rickettsiosis son enfermedades zoondticas emergentes y reemergentes, causadas
por bacterias del género Rickettsia, que pueden ser transmitidas al humano a través
de la picadura o el contacto con heces de diferentes artrépodos, entre los que se
encuentran garrapatas, piojos, acaros y pulgas (Merhej, Angelakis et al. 2014). Las
especies de Rickettsia transmitidas por pulgas son: R. typhi, R. felis y recientemente
descritas: R. asembonensis y Candidatus Rickettsia senegalensis; aunque la
patogenicidad no esta claramente descrita para todas las especies, se conoce que R.

typhi y R. felis son los agentes causales de algunos sindromes febriles.

R. typhi es el agente causal del tifo murino o endémico, que se caracteriza por un
estado febril con un periodo de incubacién de aproximadamente 14 dias asociado con
dolor de cabeza y eritema cutaneo (Bitam, Dittmar et al. 2010); y R. felis es el agente
causal de la fiebre manchada transmitida por pulgas, la infeccién se caracteriza por
desencadenar en los pacientes un sindrome febril similar al tifo murino. Se conoce
que estas bacterias son transmitidas por las pulgas Xenopsylla cheopis y
Ctenocephalides felis (Capelli, Montarsi et al. 2009, Hidalgo, Montoya et al. 2013). Los
porcentajes de seroprevalencia reportados en diferentes paises del mundo,
evidencian la circulacion de agentes rickettsiales transmitidos por pulgas, asi como la
identificacion de genes rickettsiales en pulgas colectadas sobre perros y gatos
(Billeter, Diniz et al. 2016, Khan, Bora et al. 2016).

En Colombia se conoce que el departamento de Caldas es endémico para tifo murino
y que en algunos estudios previos realizados por nuestro grupo de investigacion se
ha detectado la presencia de R. felis y R. asembonensis en pulgas C. felis, en ese
departamento (Hidalgo, Montoya et al. 2013). Asi mismo, se ha identificado la
presencia de R. felis en pulgas C. felis colectadas sobre perros en el municipio de

Villeta, Cundinamarca (Faccini-Martinez, Ramirez-Hernandez et al. 2016).

En el departamento del Cauca, el Unico estudio realizado sobre rickettsiosis,

determind la circulacion de agentes del grupo de las fiebres manchadas en dos
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municipios del departamento, sin embargo, no existen estudios sobre rickettsiosis
transmitidas por pulgas, por lo que es importante determinar si la poblacion de este
departamento ha estado en contacto con estas especies bacterianas. Adicionalmente,
teniendo en cuenta que los perros, gatos y roedores son los principales hospederos
de las pulgas para realizar su ciclo de vida, del cual dependera el ciclo de vida de las
rickettsias, la busqueda y genotipificacion de especies de Rickettsia spp. en pulgas
colectadas sobre mamiferos domésticos, permitira conocer la circulacion de estos
microorganismos. Este trabajo aportard al conocimiento de las enfermedades
rickettsiales y sus resultados apoyaran la construcciéon de medidas de prevencion y

vigilancia epidemiolégica de rickettsiosis en este departamento.
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3 MARCO TEORICO

3.1 Generalidades de Rickettsia

Las bacterias del género Rickettsia son bacilos cortos (0,3 -0,5 x 0,8 a 2,0 um?),
aerobios, intracelulares obligados, poseen una estructura trilaminar caracteristica de
bacterias Gram negativas, conformada por una bicapa lipidica y una capa de
peptidoglicano; la tincion del Gram, no tifie este género bacteriano, sin embargo,
pueden observarse con la tincion de Gimenez, donde se las bacterias, se observan
rojas brillantes por la fucsina basica y en contraste con el azul palido del verde

malaquita (Philippe 2007)

3.1.1 Historia

El término “Rickettsia” fue descrito por primera vez por da Rocha-Lima, un
microbidlogo brasilero, quien da nombre al agente etiologico del tifo epidémico
“Rickettsia prowazeki” en honor a Howard Taylor Ricketts y Stanislav von Prowazek,

pioneros en las investigaciones sobre el tifo (Emilio 1988).

En 1904, en el primer volumen de “The Journal of Infectious Diseases”, Wilson y
Chowning, publicaron sus investigaciones sobre la alta incidencia de una grave
enfermedad infecciosa, con alta letalidad en el oeste de Montana, conocida en dicha
localidad como fiebre manchada (Wilson and Chowning 1979, Walker 2004); en 1906
el médico H.T: Ricketts se enfoco en dilucidar el problema de la Fiebre Manchada de
las montafias Rocosas, se encargd de describir la transmision experimental de

infeccion y la capacidad de una garrapata hembra para adquirir la infecciéon de un
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cobayo infectado y transmitirla a un cobayo sano a través de su picadura (Walker
2004); en su intento por cumplir los postulados de Koch, cultivd en medios
tradicionales sangre de pacientes y animales infectados para aislar e identificar le
agente infeccioso sin embargo, contrario a lo que esperaba en la época, no fue posible
hacerlo, aunque logré evidenciar algunos diplobacilos microscépicamente en
muestras de sangre. Sus estudios fueron publicados entre 1906 y 1907, en su interés
por estudiar un brote de tifo murino en México y su gran similitud con la fiebre

manchada, muere a causa de esta enfermedad.

Afios més tarde, en 1909 Charles Nicolle demostré6 que el tifo epidémico, (una
enfermedad similar a la fiebre de las montafas rocosas), era transmitido por piojos;
observ6 que gran parte de la poblacién padecia la enfermedad, y que el nimero de
pacientes iba aumentando conforme pasaban los dias, y una vez las salas de espera
se encontraban llenas, los pacientes que esperaban a las afueras del hospital la
seguian transmitiendo, que incluso su ropa parecia esparcir la enfermedad; ya que
una vez los pacientes recibian un bafio, y cambiaron su vestimenta dejaron de ser
infecciosos. Una vez planted la hip6tesis del piojo como vector de la enfermedad,
inyectd un chimpancé con sangre de un paciente infectado y después de varios dias
colecto piojos que transfirid a un chimpancé sano, este ultimo desarrollé un sindrome
febril diez dias después. Su descubrimiento en la forma de transmision del tifo

epidémico le otorgo en 1928 el premio Nobel de medicina (Gross 1996).

En 1917 Neill reportdé que los cobayos infectados con sangre de pacientes con tifo

murino, desarrollaban una sintomatologia similar a la fiebre manchada de las
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montafias rocosas causada por R. rickettsii, resultado confirmado por Mooser durante
el estudio de tifo mexicano, quien reporté que los dos tipos de infeccién se podrian
distinguir por las reacciones causadas en los cobayos (Wolbach 1919, Mooser 1928).
En 1919 Wolbach describi6 por primera vez el agente etiologico de la fiebre manchada
de las montafias rocosas como un organismo intracelular encontrado en células
endoteliales y que el nucleo estaba lleno con particulas diminutas y usualmente

distendido (Wolbach 1919)

En 1923 Cowdry definié Rickettsia como “organismos similares a bacterias
intracelulares y Gram-negativas”, con el fin de realizar un estudio de la distribucion de
estos microorganismos en distintos artrépodos, esta definicion fue dada ya que para
la literatura de la época existian diversos criterios para diferenciar estos
microrganismos de otras bacterias ya conocidas. Sus resultados enfatizaron
caracteristicas generales, como la diversidad y especificidad de hospederos, la
adaptacién como organismos intracelulares y la existencia de transmisién transovarica

a la progenie (Cowdry 1923).

Posteriores estudios en microscopia electronica, bioldégica molecular, cultivo celular y
secuenciacion, han permitido continuar con el trabajo realizado por los pioneros de
esta disciplina, planteando nuevos problemas en la clasificacion, filogenia y
epidemiologia de las enfermedades causadas por organismos rickettsiales (Gillespie,

Williams et al. 2008).
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3.1.2 Caracteristicas microbioldgicas, taxondémicas y filogenéticas de Rickettsia.

Las bacterias del género Rickettsia, pertenecen al Reino: Bacteria, Filum:
Proteobacteria, clase: a-proteobacteria, Orden: Rickettsiales, Familia: Rickettsiaceae,
se caracterizan por ser coco-bacilos Gram negativos, aerobios e intracelulares
obligados, con un tamafio de genoma aproximado de 1.1 Mb y con bajo contenido de
GC (29-33%), se divide por fision binaria en el citoplasma de células eucariotas (Yu
and Walker 2006) y su ciclo de vida incluye vertebrados e invertebrados que pueden
actuar como vectores o reservorios primarios (Olano 2005). Los pequefios mamiferos
actian como reservorios o amplificadores y los humanos en la mayoria de los casos
son hospederos accidentales. El género Rickettsia contiene 27 especies oficialmente
validadas, los principales vectores de estas bacterias son las garrapatas, aunque
también se encuentra asociada a piojos, pulgas o acaros (Figura 1) (Merhej, Angelakis

et al. 2014).

Para el 2007 las especies del género Rickettsia se encontraban clasificadas en tres
grupos teniendo en cuenta sus caracteristicas morfolégicas, antigénicas y
metabdlicas: i) Grupo de las Fiebres manchadas (GFM): conformado por las especies
transmitidas por garrapatas (R. rickettsii y R. conorii entre otras), por pulgas (R. felis)
y acaros (R. akari), con una temperatura de crecimiento optima de 32°C, movimiento
intracelular tanto en el citoplasmas como en el nucleo por polimerizacién de actina y
reaccion cruzada serolégica con antigenos somaticos de cepas de Proteus OX2 y
OX19 (tnicamente para R. rickettsii), con un contenido GC 32-33% y causantes de

fiebres manchadas en humanos (Badiaga, Benkouiten et al. 2012); ii) Grupo del Tifo
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(GT): conformado por R. typhi transmitida por pulgas y R. prowazekii transmitida por
el Pediculus humanus corporis, con un éptimo crecimiento a 35°C, polimerizacion
parcial (R. typhi) o ausencia (R. prowazekii) de actina, reaccion cruzada serologica
con antigenos somaticos de cepas de Proteus OX19, con un contenido GC 29% y
causantes de Tifo en humanos; iii) Grupo del tifo de los matorrales, con una Unica
especie (R. tsutsugamushi), que fue reclasificada en el 2014 al género Orientia,

también  perteneciente a la familia  Rickettsiaceae  (Parola  2007).

R. rickettsii cepa Sheila Smith Fiebre manchadade las montafiasrocosas
R. rickettsii cepa lowa Avirulenta
R. rickettsii cepa Hip2 Patogénesis desconocida
R. philipii cepa 364D Rickettsiosis sin nombre
R. peacockii cepa Rustic Patogénesis desconocida
R. Montanensis cepa OSU 85-390 Patogénesis desconocida
R. sibirica cepa 246 Tifus de garrapatasiberiana
R. sibirica subsp mongolitimonae Rickettsiosis asociada alinfangitis
R. rickettsii R. africae ESF 5 Fiebre africana por picadura de garrapata
R. parkeri cepa Portsmouth Rickettsiosis R. parkeri
R. conorii cepa Malish 7 Fiebre manchadadel mediterraneo
R.slovaca cepa 13- Linfangitis transmitida por garrapatas
R. slovaca cepa D-CWPP
R. honei Fiebre manchadade laisla Flinders
— R. helongjiangensis 054 Fiebre manchadadel lejano este
R. japonica YH Fiebre manchadaoriental
Candidatus R. amblyommi cepa GAT30V Patogénesis desconocida
R. massiliae MTUS Rickettsiosis sin nombre
i R. massiliae AZT80 Patogénesis desconocida
] R. massiliae R. phipicephali cepa 3 7 female7 CWPP  Patogénesis desconocida
R. aeschlimannii Fiebre manchadarickettsiosis
R. raoultii SENLAT
R. helvetica C9P9 Rickettsiosis sin nombre
. R. asiatica Patogénesis desconocida
Gm R. helvetica R. tamurae Fiebre manchadarickettsiosis
R. endosimbionte de Ixodes scapularis Patogénesis desconocida
R. monacensis IrR/Munich Fiebre manchadarickettsiosis
. R. akari cepa Hartford Viruela rickettsial
R. akari R. australis cepa Cutlack Tifus de la garrapata de Queensland
| R. felis URRWXCal2 Fiebre manchadarickettsiosis
R. hoogtralii Patogénesis desconocida
R. prowazekii cepa Madrid E
R. prowazekii cepa Buv67 CWPP Tifo Epidémico
GT R. prowazekfi R. prowazekii cepa Chernikova
R. typhi cepa TH1527
R. typhi cepa Wilmington Tifo Murino
R. typhi cepa B9991CWPP
Patogénesis desconocida

R. canadensis . R. canadensis cepa CA410
R. canadensis cepa McKiel

R. bellii . R. bellii cepa OSU 85 389

R. bellii RML 369C Patogénesis desconocida

Figura 1. Filogenia rickettsial y potencial patogénico. Cladograma esquematico de todas las
especies de Rickettsia reconocidas, obtenido en base a las secuencias de las proteinas de

membrana externa y la citrato sintasa (Modificado de: Merhej, Angelakis et al. 2014)
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Sin embargo, gracias a las herramientas moleculares y el desarrollo de métodos de
genotipificacion, se logré una clasificacibn mas exacta de las especies pertenecientes
al género Rickettsia, teniendo en cuenta porcentajes de similitud superiores al 98,1%
y 86,5% para los genes rrs (16S rDNA) y gltA (Citrato sintasa) respectivamente
(Fuxelius, Darby et al. 2007), con especies previamente validadas, estas
caracteristicas permiten clasificar un microorganismo dentro de este género, y la
amplificacion y secuenciacion de genes mas especificos y variables, que codifican
proteinas de membrana externa y antigenos de superficie (ompA, ompB, sca4, entre
otros), permitieron la caracterizacion a nivel de especie. Esta Ultima clasificacion,
organizé las especies pertenecientes al género Rickettsia en cuatro grupos: i) Grupo
de las Fiebres manchadas al cual pertenecen: R. conorii, R. sibirica, R. rickettsii, entre
otras que son transmitidas por garrapatas. ii) Grupo transicional constituido por R. felis
y R. akari, transmitidas por pulgas y acaros, comparten caracteristicas genotipicas y
fenotipicas intermedias de los grupos tradicionales. iii) Grupo del Tifo al cual
pertenecen las especies R. typhi y R. prowazekii, transmitidas por pulgas y piojos,
respectivamente. iv) Grupo ancestral, constituido por las primeras especies
divergentes en el género, R. bellii y R. canadensis, relacionadas con garrapatas sin

patogenicidad conocida (Figura 2) (Fuxelius, Darby et al. 2007).
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Especie Enfermedad Hospedero Tamafio genoma Grupo

# = Garrapata Fiebre del
R. conorii ;MM 1,268,755
® -pulga
5= Acaro R. sibirica _ P * 1250021  GFM
Fiebre manchada de las
=Piojo R. rickettsii Mentaiias Rocosas 1,257,710

R. canadensis * * -~ 1,159,772

R. bellii x s

Figura 2.Clasificacion taxondmica bacterias genero Rickettsia Modificado de: Fuxelius, Darby et

al. 2007

3.1.3 Patogénesis y fisiopatologia de las Rickettsias

Las bacterias del género Rickettsia se caracterizan por ser transmitidas por diferentes
artropodos (garrapatas, piojos, pulgas y acaros) a través del proceso de hematofagia
0 en eliminacion por heces (de acuerdo con la especie) la mayoria de sus especies
son patogenas para el hombre, quien actia como un hospedero accidental, excepto
R. prowazekii en donde el hombre es esencial para el mantenimiento del ciclo de vida

de esta especie (Yu and Walker 2006).

La inoculacién de la bacteria se da a través de la saliva durante la picadura de
garrapatas (especies GFM) o acaros (R. akari), o por la inoculacién de heces

contaminadas de pulgas o piojos (R. typhi, R. felis o R. prowazekii), cuando estas
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altimas entran en contacto con mucosas, conjuntivas o abrasiones de la piel (Yu and
Walker 2006).

Su caracteristica de bacterias intracelulares obligadas, es un concepto que implica
varios pasos para llevar a cabo la infeccion de sus células blanco: 1) transmisién, 2)
entrada al hospedero (3) propagacién a otros érganos, (4) contacto con la célula diana
(adherencia e invasion), (5) supervivencia dentro del huésped (evasion de las
defensas del huésped y adaptacion al entorno), y (6) extension del nicho (modulacion
de la biologia del huésped, multiplicacién y supervivencia) (Olano 2005). Dentro del
huésped las células endoteliales son el blanco principal de infeccién para todas las
especies patdgenas, excepto R. akari que tiene tropismo por macréfagos, sin
embargo, se pueden afectar células perivasculares, hepatocitos y monocitos

(Uchiyama 2012)

El modelo que ha sido descrito para caracterizar la entrada de las bacterias a las
células, es R. conorii, en donde se demostré que la proteina Ku70 (una proteina
presente en el nucleo, citoplasma y microdominios de la membrana plasmética de las
células eucariotas), sirve como receptor de las proteinas de membrana externa ompB
codificadas por los genes scal, sca2, sca4 (presente en todas las especies de
Rickettsia). El gen scal codifica para una adhesina que permite que R. conorii, se
adhiera a las células epiteliales y endoteliales de los mamiferos pero no representa
ningun papel importante en la invasién (Riley, Goh et al. 2010); el gen sca2 se
encuentra y se expresa en R. conorii y se conserva entre muchas especies del GFM,
y participa en las interacciones mediadoras con células diana de mamiferos (Cardwell

and Martinez 2009); en R. parkeri este gen desempefia un papel como mediador
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similar a la formina (proteina de union a actina) de la motilidad basada en actina, o
que indica que algunas de las proteinas bacterianas Sca pueden interactuar con las
proteinas del huésped para promover la supervivencia de las bacterias al interior de
las células (Haglund, Choe et al. 2010). La unién Ku70-ompB, es suficiente para
mediar la internalizacién de la bacteria en las células endoteliales como “fagocitosis
inducida” lo que permite la invasion rickettsial, una vez las bacterias se encuentran en
el interior de la célula, escapan del fagosoma al citoplasma, alli obtienen los nutrientes
necesarios para sobrevivir en la célula hospedadora, las especies pertenecientes al
GFM expresan la proteina de superficie Sca2 o RickA, que recluta el complejo Arp2/3,
encargado de la polimerizacion actina en la célula hospedadora, permitiendo el
desplazamiento de la bacteria a través del citoplasma y de la membrana celular hacia
la célula endotelial adyacente Figura 3 (Mansueto, Vitale et al. 2012). Las especies
pertenecientes al grupo del tifo, no son eficientes en la polimerizaciéon de actina, ya
que carecen gen que codifica para la proteina RickA, y usan la lisis de las células
como medio para propagarse e infectar las células adyacentes (Gillespie, Kaur et al.

2015)
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Figura 3. Entrada de Rickettsia a la célula diana (Mansueto, Vitale et al. 2012)

3.1.4 Relacion vector-artrépodo y Rickettsias

Segun lo reportado en la literatura los principales vectores involucrados en la
transmision de baterias del género Rickettsia son garrapatas, pulgas piojos y acaros

(Olano 2005).

Las garrapatas son artropodos pertenecientes al orden: Parasitiformes, clase:
Arachnida, subclase: Acari, que comprende las familias: Ixodidae, Argasidae, y
Nutilliellidae. La familia Ixodidae o también conocida como garrapatas duras y

conformada por los géneros Rhipicephalus, Ixodes, Dermacentor, y Amblyomma, ha
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sido identificada como vector de Rickettsia spp. (Parola, Paddock et al. 2013). Las
garrapatas han sido descritas como hospedadores naturales de este género
bacteriano y pueden mantener la infeccidn por transmision transovarial y transestadial,
la infeccidn a los hospederos se da durante su proceso de alimentacion sanguinea al

inocular saliva contaminada durante la picadura (Merhej, Angelakis et al. 2014).

Las pulgas son artropodos pertenecientes a la clase: Insecta, subclase: Pterygota,
Orden; Siphonaptera (Bitam, Dittmar et al. 2010), se han reportado aproximadamente
2574 especies y sub especies en el mundo (Azad, Radulovic et al. 1997, Bitam,
Dittmar et al. 2010). Las especies de pulgas cominmente conocidas por su relacién
con la transmision de bacterias del género Rickettsia son: Xenopsylla cheopis (pulga
de rata oriental), comin en muchos ambientes tropicales y célidos templados en todo
el mundo, y principal vector de R. typhi; y C. felis (pulga del gato), extremadamente
comun en los perros y gatos en muchas regiones templadas y tropicales y descrita
como vector de R. felis (Bitam, Dittmar et al. 2010). Las pulgas adquieren la infeccion
por su proceso de alimentacién y pueden transmitir la bacteria a su descendencia
transovaricamente hasta 12 generaciones, la transmision de la infeccién a un nuevo
hospedero se da por el contacto con heces contaminadas a través de conjuntivas,

mucosas o abrasiones en la piel (Blanton and Walker 2017).

Los piojos pertenecen a la clase: Insecta, subclase: Pterygota, super orden:
Psocodea, que se encuentra conformada por los érdenes: Pscocoptera y Phthiraptera
(Raoult, Roux et al. 1997). Se han descrito mas de 3000 especies de piojos, pero solo

dos Pediculus humanus y Phthirus pubis (piojos pubicos) tienen como huésped de
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preferencia el humano. Pediculus humanos esta compuesto por dos morfotipos
Pediculus humanus capitis y Pediculus humanus corporis, siendo este ultimo el vector
de R. prowakezii (Raoult, Roux et al. 1997).La transmision de R. prowazekii se
produce por inoculaciéon de materia fecal de piojos infectados, en mucosas |,

conjuntivas o abrasiones en la piel (Bechah, Capo et al. 2008).

Los &caros son un grupo de artropodos compuestos por tres 6rdenes: Mesostigmata,
Trombidiformes y Sarcoptiformes. Lyponyssoides sanguineus, un acaro del orden
mesostigmatido que parasita el raton doméstico (Mus musculus) podria actuar como
un vector para R. akari, el agente de la viruela rickettsial (Merhej, Angelakis et al.
2014). Se transmite a humanos a través de la mordedura de L. sanguineus. Entre los

acaros la transmision de R. akari puede ocurrir transovarica o transestadialmente.

3.2 Rickettssiosis transmitidas por pulgas

3.2.1 Generalidades de las pulgas.

Las pulgas son insectos pequefios, de color marrdn rojizo, sin alas, con un cuerpo
comprimido lateralmente y un tercer par de patas pronunciadas adaptadas a saltar
(Mumcuoglu and Rufli 1979). Son holometabolos con metamorfosis completa, los
estadios adultos son hematéfagos obligados, el 94% de las especies parasitan
mamiferos y el 6% restante aves. Las larvas son alargadas, no poseen 0jos;
normalmente no son parasitos pero se alimentan de material organico del nido del

huésped o de materia fecal de los estadios adultos (Lewis 1993).

Las pulgas se encuentran clasificadas en la clase: Insecta, subclase: Pterygota,

Orden; Siphonaptera (Bitam, Dittmar et al. 2010). Existen aproximadamente 2574
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especies, clasificadas en 16 familias y 238 géneros, pero solo una pequefia parte es
sinantrépica, es decir que tiene una relacion con los humanos (Bitam, Dittmar et al.
2010). La mayoria de pulgas de importancia médica o veterinaria son miembros de la
familia Pulicidae, sin embargo, existen algunas especies de las familia Tungidae,
Ceratophyllidae, Leptopsyllidae y Vermipsyllidae, que también han sido reportadas

con importancia médica o veterinaria (Durden and Hinkle 2019).

La morfologia en su estadio de larva, es delgada, blanca y segmentada con forma de
gusano, estan recubiertas con escasos pelos cortos y miden 1-2mm (Bitam, Dittmar
et al. 2010) (Figura 4), no poseen 0jos, patas, ni otras caracteristicas morfologicas
notorias, sin embargo, poseen partes bucales mordaces. Durante su estadio larvario
pasan por tres etapas de duracion variable, segun la disponibilidad de alimentos,
porcentajes de humedad relativa y otras condiciones medio ambientales. Se mueven
libremente y se alimentan de detritos o desechos organicos que encuentran en el
ambiente, se conoce que también pueden alimentarse de heces fecales de pulgas
adultas. Las pulgas en su estadio larvario son negativamente fototacticas es decir que
evitan la luz, y positivamente geotropicas por lo que prefieren desplazarse hacia abajo,
se alojan comunmente en las fibras de alfombras, colchones, en el material interno de
muebles, en areas donde el animal que se encuentran parasitando pase gran cantidad

de tiempo (Bitam, Dittmar et al. 2010).
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Figura 4. Larva de C. felis (Durden and Hinkle 2019)

Durante el estadio de pupa, las pulgas son ovoides, blancas y estan tipicamente
rodeadas por una capa de seda secretada durante el ultimo estadio larvario, la
naturaleza pegajosa de esta seda, permite que se adhieran restos de sustratos y
ayuden a camuflarla (Durden and Hinkle 2019) Figura 5. Este estadio puede durar
varias semanas, e incluso hasta un afio en condiciones poco comunes, mientras
detecta el estimulo adecuado para emerger, es por esta razén que se puede prolongar

el ciclo de vida y genera un problema desde el punto de vista de control.

Figura 5. A) Estadio pupa C. felis. B) Pupa de C. felis recubierta por sustratos y detritos (Durden

and Hinkle 2019).

Las pulgas como todos los insectos tienen su cuerpo dividido en tres zonas: cabeza,

térax y abdomen (Lewis 1993) (Figura 6), en su estadio adulto son pequefias, miden
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1-8mm, se caracterizan tener cuerpos delgados y aplanados lo que les permite
deslizarse facilmente entre el pelaje de los animales (Bitam, Dittmar et al. 2010,
Durden and Hinkle 2019), las pulgas recién emergidas de la pupa, se ven atraidas a
los hospederos por estimulos como calor, movimiento y diéxido de carbono: las pulgas
pueden sobrevivir algin tiempo si no encuentran un huésped, que dependera de la
especie la temperatura y humedad. Las pulgas en estadio adulto representan el 5%

de la poblacion total de pulgas (Bitam, Dittmar et al. 2010).

Las pulgas poseen antenas cortas, situadas en los surcos laterales; el térax esta
compuesto por tres segmentos, cada uno con un par de patas, de las que se pueden
distinguir varias caracteristicas: una coxa basal, un trocanter pequefio, fémur, tibia y
tarso; el tarso se encuentra dividido en cinco segmentos denominados tarsémeros-
Las patas traseras estdn compuestas por una proteina elastomérica denominada
resilina que se comprime durante la flexion de la coxa en el metatérax y luego se relaja
rapidamente lo que les permite saltar hasta 150 veces la longitud de su cuerpo (Bitam,
Dittmar et al. 2010). Los segmentos abdominales se encuentran divididos en 10

tergitos dorsales y 8 esternitos ventrales. (Bitam, Dittmar et al. 2010)
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Figura 6. Morfologia general de una pulga adulta (Hembra) (Durden and Hinkle 2019).

Las pulgas, son insectos homometabolos. (Bitam, Dittmar et al. 2010, Durden and
Hinkle 2019). Las hembras en la mayoria de las especies pueden producir cientos de
huevos durante su vida, y estos suelen eclosionar a los 5 dias. Los huevos pueden
adherirse suavemente al pelaje del hospedero o caer al nido o cama, donde nacen las
larvas algunos dias después, las larvas se alimentan de materia organica o heces

fecales de pulgas adultas que son generalmente ricas en sangre.

Durante dos o tres semanas se desarrollan los tres estadios larvarios, y al final de este
periodo durante la Ultima muda se envuelven en capullos de seda producidos por sus
glandulas salivales, a las que se adhieren polvo y otras particulas; luego de dos o tres
dias la larva o prepupa se transforma en pupa. La etapa pupal tendra una duracion
gue dependera de las condiciones medio ambientales, pero generalmente se estima
en dos semanas. La pulga adulta, dependera de un estimulo para salir de la cuticula

pupal (Lewis 1993).
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3.2.2 Tifo murino

El tifo murino, es una zoonosis mundial también conocida como como tifus transmitido
por pulgas, tifus urbano o tifus endémico, cuyo agente causal es R. typhi
(anteriormente Rickettsia mooseri); esta bacteria es transmitida principalmente desde
un reservorio mamifero (Rattus rattus y Rattus novergicus) a través de un artropodo,
en este caso por pulgas Xenopsylla cheopis (Bitam, Dittmar et al. 2010). Sin embargo,
se ha demostrado durante los ultimos afios en el sur de Texas que en ciclo zoonético
de esta enfermedad puede involucrar zariglieyas y pulgas de gato (C. felis) (Boostrom,

Beier et al. 2002).

R. typhi infecta principalmente las células endoteliales de mamiferos y células
epiteliales del intestino medio de la pulga. La pulga se infecta cuando se alimenta de
sangre contaminada, las Rickettsias se alojan en las células del intestino medio de la
pulga, y pueden ser detectadas tres o cuatro dias después de la infeccion, pero deben
transcurrir aproximadamente diez dias antes que la pulga pueda transmitir la bacteria
a sus hospederos (Azad, Radulovic et al. 1997). La pulga permanece infectada
durante toda su vida, pero esta condicidén no afecta su ciclo de vida ni su reproduccion
(Balleydier, Camuset et al. 2015), teniendo en cuenta que la bacteria infecta células
del intestino medio de la pulga, ésta es liberada al lumen intestinal y es excretada en
las heces de la pulga (Noden, Radulovic et al. 1998). La bacteria es transmitida a los
humanos cuando se inoculan mediante abrasiones en la piel las heces de la pulga.

Adicional a los procesos de transmision horizontal (Pulga-Vertebrado; Vertebrado-
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Pulga), la bacteria se mantiene en las pulgas por transmisién transovarica o trans-

estadial.

El tifo murino tiene un periodo de incubacion de seis a 14 dias aproximadamente
(Bitam, Dittmar et al. 2010), sus manifestaciones clinicas son inespecificas, los
pacientes suelen presentar un inicio repentino de fiebre, dolor de cabeza, mialgias,
escalofrios, debilidad y nauseas (Bitam, Dittmar et al. 2010, Blanton and Walker 2017,
Fang, Blanton et al. 2017). Se describe que los pacientes pueden presentar una
erupcion cutdnea macular (49%), maculopapular (29%), papular (14%), petequial (6%)
y morbiliforme (3%), generalmente distribuida en el tronco (Bitam, Dittmar et al. 2010).
Dicha erupcion cutanea, se reporta presente en tan solo el 20% de los individuos con
pigmentacién oscura y hasta en el 80% de pacientes con piel ligeramente pigmentada

(Fang, Blanton et al. 2017).

El tifo murino frecuentemente se manifiesta con algunos sintomas gastrointestinales
como: anorexia, nauseas, vomito y dolor abdominal, y en casos graves puede
complicarse por disfuncion pulmonar, renal y neurologica (Blanton and Walker 2017).
Se ha reportado que la gravedad de la infeccion por tifo murino, se encuentra asociada
con la vejez, el diagnostico tardio, disfuncion hepatica y renal asi como anomalias del
sistema nervioso central (Boostrom, Beier et al. 2002). Se ha reportado que
aproximadamente el 4% de los pacientes hospitalizados por esta causa mueren

(Blanton and Walker 2017).

La prueba de oro para el diagnéstico de tifo murino, corresponde al ensayo de

inmunofluorescencia indirecta (IFI), que permite detectar anticuerpos IgG e IgM en

39



muestras de suero, sin embargo, de acuerdo con el Centro Colaborador de
Enfermedades Rickettsiales de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), se
considera un caso positivo confirmado, cuando existe una seroconversion o un
aumento de por lo menos 4 veces el titulo obtenido en la fase aguda en la fase
convaleciente (Balleydier, Camuset et al. 2015). Sin embargo, la necesidad de
pruebas en fase de convalecencia (15 dias), dificulta el establecimiento de un

diagnostico definitivo en la fase aguda de la enfermedad (Basra, Berman et al. 2012).

Teniendo en cuenta los altos indices de reactividad cruzada entre diferentes especies
de Rickettsia, el Western blot permite diferenciar los resultados verdaderamente
positivos de los falsos positivos, ya que es mas sensible y especifica para detectar

anticuerpos en la fase aguda de la enfermedad (La Scola, Rydkina et al. 2000).

Segun lo descrito por Blanton et al. 2017, el aislamiento del agente etioldgico es la
evidencia definitiva de la enfermedad, sin embargo, se requieren laboratorios con alto
nivel de complejidad para el aislamiento (Blanton and Walker 2017). El cultivo permite
el aislamiento de Rickettsia en cultivos celulares convencionales, el uso de esta
técnica asegura el diagndstico y permite la identificacion de nuevas especies (La

Scola, Rydkina et al. 2000, Badiaga, Benkouiten et al. 2012).

El diagndstico por técnicas de biologia molecular, esta basado en la amplificacion de
genes altamente conservados por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en
muestras de sangre, los genes mas usados para la deteccion de Rickettsia typhi, en
el diagnostico de tifo murino son gltA, ompB y rrs. La PCR es util en la diferenciacion

de especies de Rickettsia (Azad, Radulovic et al. 1997, La Scola, Rydkina et al. 2000).
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Esta técnica permite dar un diagnostico antes de la seroconversién, sin embargo, se

requiere de un laboratorio especializado.

j Eschars and rash lesions Arthropods serum and/or
y plasma

At the early stage of infection FFI::r:rplf;:sh J/
and before antibiotic treatment from biogsy I PCR detection 10-20 d after
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IHC staining using Conventional nested Isolation and ki s
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antibodies time PCR and LAMP pathogens specific antibodies or
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targeting encoding IEAELISA anid
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ompB, or the 17-kDa-
antigen gene
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Early diagnosis Confirmatory assay

Figura 7. Algoritmo de diagnéstico para enfermedades Rickettsiales. (Fang, Blanton et al. 2017)

El tifo murino es endémico en zonas costeras y puertos de diversas partes del mundo,
es una de las infecciones transmitidas por vectores mas ampliamente distribuidas, se
han reportado brotes en Australia, China, Grecia, Israel y Tailandia. Es endémico en
el estado de Texas en Estados Unidos (Blanton and Walker 2017). La eliminacion de

la enfermedad se basa en el control de roedores y vectores.

El tratamiento con doxiciclina, es la principal eleccién para las rickettsiosis, la fiebre
disminuye generalmente entre 48 y 72 horas después de iniciado el tratamiento. Se
ha reportado que el uso de cloranfenicol y fluoroquiniolonas también es efectivo

(Bitam, Dittmar et al. 2010, Blanton and Walker 2017).
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3.2.3 Fiebre manchada transmitida por pulgas

La fiebre manchada transmitida por pulgas, es una enfermedad endémica causada
por R. felis, esta bacteria fue descrita por primera vez en 1918 y redescubierta en 1990
a partir de pulgas de gato C. felis (Adams, Schmidtmann et al. 1990) e identificada
como patégeno para los humanos en los Estados Unidos en 1994 a partir de una
muestra de sangre de un paciente con un cuadro clinico similar al de tifo murino
(Boostrom, Beier et al. 2002). Debido a que su caracterizacion molecular inicial se
llevé a cabo en EL Laboratory en Soquel, California, se denomind inicialmente agente
ELB, posteriormente al haber sido identificada en pulgas C. felis fue llamada R. felis

(Znazen and Raoult 2007).

R. felis se encuentra clasificada dentro del grupo transicional (Fuxelius, Darby et al.
2007), ya que comparte caracteristicas con algunas especies del grupo del tifo (los
anticuerpos producidos contra R. felis tienen reactividad cruzada con R.typhi y es
transmitida por pulgas), y con el GFM (el andlisis comun de los genes htrAy 16S rRNA

la clasifican en este grupo) (Znazen and Raoult 2007).

La infeccion es adquirida por los seres humanos, cuando se inoculan heces de las
pulgas infectadas mediante abrasiones en la piel, se ha reportado que también se
puede adquirir la infeccién por contacto con mucosas o conjuntivas (Azad, Radulovic
et al. 1997). Una vez la bacteria ingresa, se disemina por el torrente sanguineo,
infectando las células endoteliales que los recubren los vasos sanguineos. R. felis
porta genes que codifican para las proteinas Sca, lo que permite su union a la célula

diana, y la realizacion de fagocitosis inducida, la polimerizacion de los filamentos de
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actina es posible en esta especie, ya que R. felis es portadora de un gen homaélogo

para la proteina actA (Znazen and Raoult 2007).

Se ha descrito la presencia de esta especie bacteriana en todos los continentes,
excepto en la Antartida, la mayoria de los estudios han sido publicados después del
2002, gracias a las herramientas de biologia molecular que han facilitado la
identificacion génica. Aunque en la Gltima década, se han realizado avances sobre la
biologia basica de R. felis aun los mecanismos de transmision y epidemiologia
obstaculizan los avances en investigacion de este patdégeno emergente (Brown and

Macaluso 2016).

Los patdgenos rickettsiales transmitidos por insectos, cumplen el ciclo de transmision
horizontal mas comun de los patdégenos transmitidos por vectores, que incluye tres
componentes secuenciales: i) un artropodo infectado inocula el patégeno a un
hospedero vertebrado susceptible, ii) el hospedero vertebrado susceptible, desarrolla
la infeccion sistema en el torrente sanguineo, iii) un artrépodo sin contacto previo con
el patdgeno, lo adquiere del hospedero vertebrado mediante el proceso de
alimentacion sanguinea (Brown, Christofferson et al. 2015). La transmision vertical de
R. felis en pulgas, se determiné por la identificacion por PCR de la bacteria en huevos
de pulgas recién depositados (transmision transovarica), asi como de pulgas adultas
en su Ultima muda sin fecundar (transmisién transestadial) (Brown and Macaluso

2016).

El diagndstico de R. felis se puede realizar mediante pruebas serologicas y

moleculares; los métodos seroldégicos mas comunes en el diagndstico de esta bacteria
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son IFl, ELISA y Western blot; y los métodos moleculares que se destacan son PCR
para la deteccion de genes rickettsiales OmpA, OmpB, gltA, y el gen D en muestras
de sangre y biopsias de piel y pulgas; seguidos de la digestion con enzimas de
restriccion (RFLP) y métodos de secuenciacion para la identificacion de la especie de

Rickettsia involucrada (Parola, Sanogo et al. 2003, Blanton, Quade et al. 2019).

El tratamiento de eleccion para la fiebre manchada transmitida por pulgas, es
doxiciclina como para las demas especies patdgenas de Rickettsia, aunque también
es efectivo el uso de fluoroquinolonas, telitromicina y rifampicina. R. felis es resistente

a sulfametoxazol, eritromicina y g-lactdmicos (Ogata, Renesto et al. 2005).

A pesar del avance en el conocimiento de R. felis, el mantenimiento de esta especie
en la naturaleza aun no esta dilucidado, se conoce que se encuentra prevalentemente
en pulgas de gato C. felis en todo el mundo y se han reportado anticuerpos presentes
en muestras de perros y gatos, sin embargo, su papel como reservorios ain no se ha
investigado. La presencia de R. felis en otros artrépodos como garrapatas y diferentes
especies de pulgas, se relaciona con la posibilidad de hallar pulgas de gato en

zariguieyas (Gillespie, Ammerman et al. 2009).

La capacidad patogénica de R. felis alin no esta claramente establecida, teniendo en
cuenta que no se ha logrado aislar la bacteria en cultivo celular a partir de muestras
de humanos sintomaticos, y que posee algunas caracteristicas importantes de un
organismo simbiotico, entre las que se encuentran un tamafo de genoma de 1,48 Mb,
con alta capacidad de codificacion (83%), tipico de bacterias simbidticas. Segun lo

reportado por Merhej et al. 2014 las especies patdogenas de Rickettsia poseen un
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genoma de menor tamafo que las no patégenas (Merhej, Georgiades et al. 2013). R.
felis ademas, se ha reportado en una gran variedad de especies de artropodos, entre
los que se encuentran: pulgas, garrapatas, mosquitos y artropodos no hematéfagos
como el piojo del libro, en este dltimo se caracteriza por formar micetomas, una

particularidad de endosimbiontes bacterianos (Labruna and Walker 2014).

Durante la Ultima década, estudios realizados en Africa han demostrado la circulacién
en pulgas de nuevas especies de Rickettsia, similares a R. felis. El estudio realizado
en Asembo, Kenia, por Jiang et al. 2013, determiné la circulacién de un nuevo agente
rickettsial transmitido por pulgas e identificé por primera vez Candidatus Rickettsia
asembonensis en pulgas C. felis. Esta especie comparte un porcentaje de identidad
del 99% en el gen rrs, 99,6% con gltA, 92,3% con ompA, 94,8% con ompB, 94,4% con
scad, con las cepas reportadas para R. felis. Los analisis filogenéticos caracterizaron
la especie dentro del grupo ancestral, cerca de R. felis (Jiang, Maina et al. 2013).
Estudios posteriores realizados para la identificacion de la especie, lograron el

aislamiento y cultivo en lineas celulares (Luce-Fedrow, Maina et al. 2015).

Paralelamente otro grupo en Africa, ubicado en Senegal, estudio las rickettsiosis
transmitidas por pulgas en la ciudad de Dakar, e identificaron en las pulgas y los
cultivos infectados, muestras positivas similares a R. felis, sin embargo, no obtuvieron
resultados positivos para el gen ompA, la especie obtenida presento los siguientes
porcentajes de identidad con R. felis cepa California 2 (CP000053): 99,65% con rrs,
97,68% con gltA, 95,24% con ompB y 97,2% con sca4. La especie fue caracterizada

e identificada como Candidatus Rickettsia senegalensis (Mediannikov, Aubadie-Ladrix
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et al. 2015). Sin embargo, la patogenicidad de estas especies no se ha logrado

establecer (Hornok, Baneth et al. 2018).

46



4 OBJETIVOS

4.1 Objetivo general

Determinar la seroprevalencia de rickettsiosis transmitidas por pulgas en humanos e
identificar molecularmente especies de Rickettsia spp. en pulgas recolectadas sobre

perros y gatos de zonas rurales priorizadas del departamento del Cauca.

4.2 Objetivos especificos

a) Determinar la seroprevalencia de rickettsiosis transmitidas por pulgas en
humanos de Caloto, La Sierra, El Tambo y Santander de Quilichao

b) Determinar la presencia de genes rickettsiales en muestras de sangre de perros
y gatos de Caloto, La Sierra, El Tambo y Santander de Quilichao

c) ldentificar las especies de Rickettsia spp. presentes en pulgas de perros y gatos

de Caloto, La Sierra, El Tambo y Santander de Quilichao
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5 METODOLOGIA

5.1 Areageogréfica de estudio

El departamento del Cauca tiene una extension de 29.308 Km? se encuentra ubicado
al sur occidente del pais, en las regiones Andina y Pacifica, localizado entre: 00°58°54”
y 03°19'04” de latitud norte 75°47'36” y 77°57'05” de longitud oeste

https://www.todacolombia.com/departamentos-de-colombia/caucal/index.html, limita

al norte con el departamento del Valle del Cauca , al oriente con Huila, Tolima y

Caquetd, al sur con Putumayo y Narifio, y al occidente con el Océano Pacifico.

El departamento del Cauca tiene una poblacion de 1.416.145 habitantes, por lo que
se considera el décimo departamento mas poblado de Colombia, segun estimé el

DANE para 2017, http://www.dane.gov.co/files/investigaciones/pobla cion/proyepobla

06 _20/Edades Simples 1985-2020.xls se encuentra dividido en 42 municipios

distribuidos en 5 subregiones: Provincia de Oriente conformada por: Caldono, Inz4,
Jambald, Paez, Puracé, Silvia, Toribio, Totord; Provincia de Occidente: Guapi, Lopez,
Timbiqui; Provincia del Sur: Almaguer, Argelia, Balboa, Bolivar, Florencia, La Vega,
Mercaderes, Patia, Piamonte, San Sebastian, Santa Rosa, Sucre; Provincia del
Centro: Cajibio, EI Tambo, La Sierra, Morales, Piendamo, Popayan, Rosas, Sotara,
Timbio; Provincia del Norte: Buenos Aires, Caloto, Corinto, Guachené, Miranda,
Padilla, Puerto Tejada, Santander de Quilichao, Suéarez, Villa Rica, Jambald, Caldono,

Toribiou (Figura 8) https://moe.org.co/home/doc/moe_mre/caucalibro.pdf.

Para realizar este estudio, se seleccionaron 7 veredas, pertenecientes a cuatro
municipios de acuerdo a los reportes de presencia de garrapatas y pulgas presentados
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por los técnicos de zoonosis a la secretaria de Salud del departamento, dichas veredas
fueron: Juana Castafa perteneciente al municipio de La Sierra ubicado a 2°14°27.5"N
76°53'55.170; El Zarzal, El Placer y Betania localizadas en el municipio de El Tambo,
ubicadas a 2°27°27.4’N 76°43'50.7"0, 2°25'10.3’N 76°47'12.8’0 y 2°28’47.1"N
76°48°25.2’0 respectivamente; Lomitas Arriba y Lomitas Abajo localizadas en el
municipio Santander de Quilichao, ubicadas a 3°03’35.7’N 76°33’01.5"0 vy
3°04°32.5"N 76°33'29.1”0 respectivamente y el Resguardo Huellas perteneciente al

municipio de Caloto localizado a 2°59°34.0"N 76°21'56.4"0-

Resguardo Huellas
Lomitas Arriba
poeRTOEADR omitas Abajo
U
LOPEZ DE MICAY
Tmsui PAEZ
GuAM -
ARGEUA
BALBOA
J El Zarzal
5 Betania
El Placer
JuanaCastafa
/ S
SUBREGIONES CAUCA - i :imumu
Municipios Subregion Pacifico el
Municipios Subregion Norte
Municipios Subregion Oriente
Municigios Subregon Centro
Municipios Subcegion Alto Patia
Municipios Subregion Sur - Macizo Colombiano PAMORIE
Figura 8. Distribucion Politica del departamento del Cauca, modificado de:

https://moe.org.co/home/doc/moe_mre/caucalibro.pdf
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5.2 Determinacion de seroprevalencia en humanos contra Rickettsia spp.

transmitida por pulgas.

Se tomaron muestras de sangre de adultos sanos, en las siete veredas pertenecientes
a los cuatro municipios previamente mencionados, el tamafio de muestra fue obtenido
teniendo en cuenta el tamafio de la poblacion y los valores estadisticos de 95% de
intervalo de confianza y un error esperado del 5%, todos los participantes firmaron
libre y voluntariamente el consentimiento informado, avalado por el comité de ética de
la Pontificia Universidad Javeriana (Anexo 1), asi como el diligenciamiento de una

encuesta de datos personales (Anexo 2).

Las muestras de suero fueron enviadas cumpliendo con la cadena de frio, al
Laboratorio de Bacteriologia Especial de la Pontificia Universidad Javeriana, para su

conservacion a -20°C hasta su procesamiento.

Con el fin de determinar y titular anticuerpos IgG contra R. typhi y R. felis, se realiz6
la técnica de Inmunofluorescencia Indirecta (IFl), utilizando laminas antigenadas con
R. typhi donadas por la Dra. Karla Dzul de la Universidad Autbnoma de Yucatan y con
R. felis donadas por la Universidad de Texas Medical Branch, siguiendo el protocolo
estandarizado en el Laboratorio de Bacteriologia Especial, teniendo en cuenta como
punto de corte una dilucion de 1:64. Como controles positivos se utilizaron sueros
reactivos para las dos especies, obtenidas de humanos de un estudio previo (Ramirez-
Hernandez, Montoya et al. 2013). El anti-anticuerpo utilizado para la deteccion de
anticuerpos 1gG de Humano fue el “Donkey Anti-Human 1gG Antibody (Alexa Fluor

488) (Jackson Immunoresearch Lab MS)
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5.3 Deteccion molecular de especies de Rickettsias en ADN extraido de sangre
y pulgas de animales domésticos.

5.3.1 Recoleccion de las muestras de sangre de animales domésticos

Se tomaron muestras de sangre de perros y gatos de las siete veredas, entre los
meses de agosto y noviembre de 2017, manteniendo una relacién de 50 perros y
20 gatos por cada humano, dicho muestreo fue autorizado previamente con la firma
del consentimiento por los propietarios; las muestras fueron conservadas en
cadena de frio durante su envio al Laboratorio de Bacteriologia Especial, donde se

mantuvieron a 4°C hasta su procesamiento.

5.3.2 Extraccion de ADN de muestras de sangre

La extraccion de ADN de las muestras de sangre recolectadas se realizé utilizando
el estuche comercial DNeasy Blood and Tissue Kit (Qiagen ™), siguiendo las
instrucciones del fabricante y posteriormente se realizé la cuantificacion de ADN

con el espectofotometro Nano Genius verificando la concentracién en ng/ul.

5.3.3 Evaluacion del ADN extraido de Sangre

Para verificar la calidad del ADN extraido y la ausencia de inhibidores, se amplifico
el gen de la B-actina por la técnica de PCR utilizando los iniciadores Actin-FWD-
Actin-REV (du Breuil, Patel et al. 1993) y utilizando enzima Go Taq Green
MasterMix ® (Promega), la secuencia de los iniciadores, el tamafio del producto
esperado y las condiciones de la PCR estan descritas en la Tabla 1. El producto

amplificado se analizé por electroforesis en gel de agarosa al 2% (Seakean, Lonza,
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USA) en tampdn 1 x Tris Borato EDTA® (TBE) y visualizado con SYBR®safe como
agente intercalante (InvitrogenTM, Life Tecnologies Corp., Grand Island, NY), la
imagen se obtuvéd utilizando el fotodocumentador (Gel DocTM XR + Gel
Documentation System, BIO RAD). Se utilizé el marcador de peso molecular 100pb
(ZYMO RESEARCH). El control negativo utilizado fue agua, garantizando que no

se encontrara contaminacién en los reactivos.

Tabla 1. Iniciadores y protocolo de PCR para el gen 3-actina (du Breuil, Patel et al. 1993)

Tamafio
Gen Primer Secuencia 5’-3’
Producto
Actin-FWD CGGAACCGCTCATTGCC
B-actina 289 pb
Actin-REV GCTCACTCAGTGTGGCAAAG
Condiciones PCR
1 ciclo Denaturacioén 95°C 4 minutos
Denaturacion 94°C 30 segundos
35 ciclos Anillamiento 57°C 30 segundos
Extension 72°C 60 segundos
1 ciclo Extensién 72°C 5 minutos

5.3.4 Recoleccién de las muestras de pulgas de animales domésticos y roedores

Entre Agosto y Noviembre de 2017, se realizo la toma de muestra de pulgas del pelaje
de perros y gatos domésticos de forma manual, mediante cepillado del pelaje; los
artropodos recolectados fueron depositados en tubos plasticos de 1,5ml con alcohol

al 70%, y rotulados con el cédigo del animal, posteriormente fueron enviados al
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Laboratorio de Parasitologia Veterinaria de la Universidad de la Salle en Bogota,
donde fueron clasificados taxonomicamente utilizando las claves sugeridas por Linardi
et al. 2012 (Linardi and Santos 2012), y posteriormente enviados al Laboratorio de

Bacteriologia Especial donde fueron procesados.

5.3.5 Clasificacion taxonémica de pulgas capturadas sobre animales domésticos.

La clasificacion taxondmica de las pulgas recolectadas sobre animales domésticos,
se realizd utilizando claves taxondmica (Linardi and Santos 2012); una vez
clasificadas, fueron organizadas por pooles teniendo en cuenta: la especie de
pulga, el estadio y el animal que se encontraban parasitando, los pooles contenian
entre 1 y 5 especimenes, de acuerdo a los protocolos estandarizados en el

Laboratorio de Bacteriologia Especial.

5.3.6 Extraccién de ADN de pulgas

Una vez clasificadas y organizadas en pooles, las muestras de pulgas fueron
lavadas con etanol al 70%, llevadas a bloque seco a 65°C hasta su secado, y
maceradas en 40 pyl PBS 1X. Una vez logrado un macerado homogéneo, las
muestras fueron conservadas a -20°C hasta su procesamiento.

La extraccion de ADN se realizé utilizando el estuche comercial DNeasy Blood and
Tissue Kit (Qiagen ™), con una modificacion para la lisis de quitina utilizando
Tiocianato de Guanidina (DNAzol; Invitrogen™, Life Tecnologies Corp., Grand
Island, NY), la cuantificacion de ADN se realizd con el espectrofotometro Nano

Genius.
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5.3.7 Evaluacion del ADN extraido de pulga

Para verificar de la calidad de ADN extraido de pulgas y la ausencia de inhibidores,
se amplificé por PCR el gen de la B-actina utilizando los iniciadores Actin-FWD y
Actin-REV (du Breuil, Patel et al. 1993), utilizando enzima Go Taq Green MasterMix
® (Promega), la secuencia de los iniciadores, el tamafio del producto esperado y
las condiciones de la PCR estan descritas en la Tabla 1. El producto amplificado se
analizd por electroforesis en gel de agarosa al 2% (Seakean, Lonza, USA) en
tampon 1 x Tris Borato EDTA® (TBE) y se visualizé con SYBR®safe como agente
intercalante (InvitrogenTM, Life Tecnologies Corp., Grand Island, NY), la imagen se
obtuvé utilizando el fotodocumentador (Gel DocTM XR + Gel Documentation
System, BIO RAD). Se utiliz6 el marcador de peso molecular 100pb (ZYMO
RESEARCH). EIl control negativo utilizado fue agua, garantizando que no se

encontrara contaminacion en los reactivos.

5.3.8 Deteccion molecular de especies de Rickettsias en ADN extraido de sangre y

pulgas de animales domésticos.

Para determinar la presencia de genes rickettsiales en el ADN extraido tanto de sangre
como de pulgas procedentes de animales domésticos, se realizé un tamizaje por PCR
en tiempo real para la identificacion del gen gltA, se utilizé enzima PowerUp™ SYBR®
Green Master Mix (Thermo Fisher Scientific), los iniciadores CS-5 y CS-6 (Labruna,
Whitworth et al. 2004), las condiciones de la PCR se describen en la Tabla 2. Para la
confirmacion de especies de Rickettsia spp. presentes en las muestras, las muestras

positivas para gItA fueron analizadas utilizando PCR convencional para los genes
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rickettsiales ompB y 17KDa (Roux and Raoult 2000;Schriefer, Sacci et al. 1994), con la
enzima GoTag® Green Master Mix (Promega Corporation), los iniciadores y las
condiciones de la PCR se describen en las Tablas 3 y 4. Los productos amplificados
fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa al 2% (Seakean, Lonza, USA)
en tampoén 1 x Tris Borato EDTA® (TBE) y visualizados con SYBR®safe como agente
intercalente (Invitrogen™, Life Tecnologies Corp., Grand Island, NY), utilizando para
su visualizacién el fotodocumentador (Gel Doc™ XR + Gel Documentation System,
BIO RAD). Se utiliz6 el marcador de peso molecular 100pb (ZYMO RESEARCH).
Como control positivo se utilizé el ADN de Rickettsia slovaca y agua como control

negativo de la reaccion

Tabla 2. Iniciadores y condiciones de PCR para el gen gltA de Rickettsias (Labruna,

Whitworth et al. 2004)

Gen Primer Secuencia 5’-3’ Metodologia
CS-5 GAGAGAAAATTATATCCAAATGTTGAT

gltA SYBR-Green
CS-6 AGGGTCTTCGTGCATTTCTT

Condiciones PCR

1 Ciclo | Denaturacién | 94°C 2 Minutos
Denaturacién | 94°C 15 Segundos
40
Anillamiento | 55°C 30 Segundos
Ciclos
Extension 72°C 30 Segundos
95°C 15 Segundos
Curva Melt
60°C 60 Segundos
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95°C 15 Segundos

Tabla 3. Iniciadores y condiciones de PCR para el gen 17kD (Schriefer, Sacci et al. 1994).

Tamanfo
Gen Primer Secuencia 5’-3’
Producto
17kD 17kD1 GCTCTTGCAACTTCTATGTT
17KD2 CATTGTTCGTCAGGTTGGCG 3
Condiciones PCR
Denaturacién 94°C 30 segundos
40 Ciclos Anillamiento 57°C 2 Minutos
Extension 70°C 2 Minutos

Tabla 4. Iniciadores y condiciones de PCR para el gen ompB (Roux and Raoult 2000)

Tamano
Gen Primer Secuencia 5’-3’
Producto
ompB 120-3599 TACTTCCGGTTACAGCAAAGT
120-2788 AAACAATAATCAAGGTACTGT -
Condiciones PCR
1 Ciclo Denaturacion | 95°C 3 Minutos
Denaturacién 95°C 30 Segundos
40 Ciclos Anillamiento 52°C 30 Segundos
Extension 72°C 90 Segundos
1 Ciclo Extension 72°C 7 Minutos




5.3.9 Digestion con endonucleasas.

Para identificar las especies de Rickettsia spp. que estaban presentes en las pulgas
recolectadas, se utilizaron dos protocolos: El primero basado en el uso de la enzima
de restriccion Xbal sobre los productos amplificados para el gen 17KDa y el
segundo basado en el uso de la enzima NlalV sobre el producto amplificado para
el gen ompB.

El protocolo basado en el uso de Xbal permite diferenciar R. typhi de R. felis y
RFLO’s (Schriefer, Sacci et al. 1994), el corte de 216pb del producto amplificado
de 433pb, permitiria identificar R. typhi y la ausencia de corte R. felis 0 RFLO’s; se
realizé la digestion de los pooles positivos para el gen 17KDa tomando: 1 Unidad
de la enzima Xbal (New England Biolabs®), 1 uL del Buffer, 2,5 yL producto
amplificado del gen 17KDay 5,5 pL de agua a 37°C por 1 hora, el segundo protocolo
descrito por Quade et al. en la 292 Reunién de la Sociedad Americana de
Rickettsiologia, llevada a cabo del 16-19 de Junio de 2018 en Milwaukee (Wi), en
donde describen que la digestién con la enzima NlalV (New England Biolabs®) de
los productos amplificados para el gen ompB con los iniciadores 120-2788 y 120-
3599 permite diferenciar R. typhi, R. felis, y RFLO (Tabla 5). Se realiz6 la digestion
de todos los pooles positivos para el el gen ompB, utilizando 1 Unidad de la enzima
de restriccion, 1 uL del Buffer, 2,5 puL producto amplificado y 5.5 pL de agua a 37°C
por 1 hora. Los productos digeridos fueron analizados por electroforesis en gel de
agarosa al 2% % (Seakean, Lonza, USA) en paralelo con marcador de peso
molecular 100pb (ZYMO RESEARCH); en tampon 1x Tris Borato EDTA® (TBE) y

visualizados con SYBR®safe como agente intercalente (Invitrogen™, Life

57



Tecnologies Corp., Grand Island, NY), mediante fotodocumentador (Gel Doc™ XR

+ Gel Documentation System, BIO RAD).

Tabla 5. Perfiles de restriccion para especies de Rickettsia spp. para el gen ompB usando la enzima

NlalV

Tamafo Bandas
Especie de Rickettsia spp. Numero de bandas

(pb)
R. asemboensis 2 469, 301
Candidatus R. senegalensis 2 661, 109
R. felis 1 814
R. typhi 2 760, 82

5.3.10 Secuenciacién de productos amplificados

Un pool identificado con cada patron de restriccion fue enviado al Laboratorio de
secuenciacion de ADN de la Universidad de los Andes, las secuencias obtenidas
sufrieron un alineamiento nucleétido-nucleétido una base de datos de genomas
Rickettsiales obtenida de NCBI Assembly a través de NCBI Taxonomy (Federhen

2012).



6 RESULTADOS

6.1 Muestras de suero

La recoleccién de muestras se realizo entre agosto y noviembre de 2017, se tomaron
un total de 506 muestras de suero de adultos voluntarios, cuya distribucion por vereda
se observa en la Tabla 6; el tamafio de muestra fue calculado teniendo el nimero de
adultos que habitaban la vereda y estimando el Intervalo de Confianza del 95% y un
error cercano al 5%, sin embargo, no fue posible alcanzar el tamafio de la muestra,
por lo que los resultados solo indicaran el % de prevalencia en la poblacién analizada.
Las muestras fueron recolectadas entre el 30 de agosto y el 10 de noviembre de 2017.

Los resultados de seroprevalencia para R. typhi y R. felis se observan en la Tabla 6.

Tabla 6. Tamarios de muestra y seroprevalencia contra R. typhiy R. felis por vereda

Municipio Vereda Tamafio de Muestras R. typhi 1:64 R. felis 1:64
muestra Recolectadas
La Sierra  Juana 123 40 85% 47,5%
Castafa (34/40) (19/40)
El Tambo  El Zarzal 206 130 60% 50,7%
(78/130) (66/130)
El Placer 236 88 57% 60,22%
(51/88) (53/88)
Betania 189 46 58,7% 43,4%
(27/46) (20/46)
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Santander Lomitas 245 68 64,7% 30,9%

de Arriba (44/68) (21/68)

Quilichao  Lomitas 217 84 53,6% 29,8%
Abajo (45/84) (25/84)

Caloto Resguardo 207 50 53,6% 40%
Huellas (28/50) (20/50)

6.2 Deteccion de Rickettsia spp. en muestras de sangre de perros y gatos.

6.2.1 Recoleccion de las muestras de sangre de animales doméstico

La recoleccién de muestras de sangre de animales domésticos (perros y gatos), se
realizg, teniendo en cuenta una relacion de 1 perro por cada 20 humanos y un gato
cada 50 humanos. Se recolecté un total de 121 muestras de perros y 4 de gatos,

distribuidas en las 7 veredas en la Figura 9 se muestra la distribucién de las muestras.

Muestras de Sangre de Animales por vereda

Resguardo Huellas 28 1
Lomitas Abajo 23 1
Lomitas Arriba 17 2
Betania 9 0
El Placer 21 0
El Zarzal 19 0

Juana Castafia 4 0

0 5 10 15 20 25 30 35

Perros Gatos

Figura 9. Distribucidn de muestras de sangre segin animal y vereda de procedencia
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6.2.2 Evaluacion del ADN extraido de sangre

A las 125 muestras de sangre recolectadas de animales domeésticos (perros y gatos),
se les realizo la verificacidn de la calidad del ADN, usando el gen de la S-actina, todas
las muestras analizadas fueron positivas para este gen, lo que nos indico la calidad
Optima para realizar las pruebas de deteccion molecular de genes rickettsiales. En la

Figura 10 se observa la amplificacion de gen B-actina en 13 muestras de sangre.

1000-pb¥ «
500-pbY «
).S()-pbﬁ "
100-pby

Figura 10. Productos amplificados para el gen B-actina en muestras de sangre con los iniciadores
Actin-FWD y Actin-REV. Carril 1: Marcador de peso molecular 10opb (ZYMO RESEARCH), Carril
2-14 muestras de ADN de sangre (289 pb); Carril 15: Control negativo: Agua

6.2.3 Deteccion molecular de especies de Rickettsias en ADN extraido de sangre.

Se realiz6 un tamizaje para genes rickettsiales, analizando las 125 muestras de
sangre, para el gen gltA en tiempo real utilizando los iniciadores CS-5 y CS-6 Tabla 2
(Labruna, Whitworth et al. 2004); el 19% (23/121) de perros fueron positivas para este
gen, en las muestras de gatos no se amplificé ningin producto. Para la confirmacion
de estos resultados, se realiz6 PCR convencional para la amplificacion de los genes
ompB y 17KDa. Las condiciones para la amplificacién del gen ompB se encuentran

en la Tabla 3, no se amplificd en ninguna de las muestras los genes ompB y 17KDa.
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6.3 Deteccion de especies de Rickettsia spp. en pulgas recolectadas sobre

animales

Se recolectaron un total de 1283 pulgas sobre perros y gatos, el 96,6% (1240/1283)
proveniente de 101 perros y el 3,4% (43/1283) recolectadas de 8 gatos. El 100% de
las pulgas recolectadas fueron clasificada taxonémicamente en el Laboratorio de
Parasitologia Veterinaria de la Universidad de la Salle Bogota, como adultos de C.

felis.

6.3.1 Evaluacién del ADN extraido de pulga

A partir de las 1283 pulgas recolectadas se realizaron 244 pooles entre 1 y 5
especimenes, teniendo en cuenta la especie de pulga, el municipio de procedencia y
la especie del animal que se encontraba parasitando en el momento de la captura. Se
realizaron 245 pooles, 234 pooles de pulgas provenientes de perros y 11 pooles de

gatos. La distribucidn de pooles por municipio se puede evidenciar en la Figura 11.
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Pooles de Pulgas por Vereda

Resguardo Huellas 54 1
Lomitas Abajo 53 2
Lomitas Arriba 28 0
Betania 17 o
El Placer 36 1
El Zarzal 35 6
Juana Castana 1 1

o 10 20 30 40 50 60

Perros Gatos

Figura 11. Distribucion de pooles de pulgas, por vereda y especie de animal.

Los 245 pooles analizados, amplificaron correctamente el gen -actina, los resultados

se pueden visualizar en la Figura 12.

Figura 12. Productos amplificados para el gen 3-actina en pooles de pulgas con los iniciadores
Actin-FWD y Actin-REV. Carril 1: Marcador de peso molecular 10opb (ZYMO RESEARCH), Carril
2:-11 ADN de pooles de pulgas (289 pb); Carril 12: Control negativo: Agua
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6.3.2 Deteccion de Rickettsias pooles de pulgas recolectadas sobre perros y gatos.

6.3.2.1 Tamizaje-Deteccion de gen gltA por PCR en tiempo real

Los 245 pooles obtenidos (234 de pulgas provenientes de perros y 11 de gatos) fueron
analizados en el tamizaje por PCR en tiempo real para la deteccion del gen rickettsial
gltA (SYBR-Green) cuyas condiciones se observan en la Tabla 2. El 58,7% (144/245)
de los pooles fueron positivos para este gen, el 55% (135/245) de pooles obtenidos
de pulgas de perros y el 3,7% (9/245) de pooles obtenidos de pulgas de gato. La

distribucion se puede observar en la Figura 13.

Tamizaje pooles pulgas para el gen gltA

101/245
41%
135/245
55%
9/245
4%
m Pooles perros positivos gltA B Pooles gatos positivos gltA Pooles negativos gltA

Figura 13. Diagrama pooles de pulgas positivos en tamizaje para gltA en tiempo real

6.3.2.2 Deteccion de genes rickettsiales 17KDa y ompB por PCR convencional
Los pooles positivos en el tamizaje para el gen gltA por PCR en tiempo real, fueron

analizados para la deteccién de ompB y 17KDa por PCR convencional. Para 17KDa
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se utilizaron los primers 17KD1y 17KD2, condiciones descritas en la Tabla 3. El 100%
(144/144) de las muestras analizadas para este gen fueron positivas. En la figura 14,
se puede observar algunas muestras positivas para la amplificacion del gen 17KDa y

en la Figura 15 se presentan los resultados positivos para el gen 17KDa por vereda.

T2 B340 S IC GRE7 AR S RO ISP 201 33 143 15316017418 3d.95 20

1000 pb «

Soopb W ST BT ST TR TR R BT . e e
P

100 pb « VEET)

Figura 14. Productos amplificados para el gen 17KDa en pooles de pulgas con los iniciadores 17KD1
y 17KDz2; Carril 1: Marcador de peso molecular 100pb (ZYMO RESEARCH), Carril 2-18 Pooles de

pulgas; Carril 19: Control positivo Rickettsia slovaca (433 pb); Carril 20: Control negativo: Agua

Pooles positivos 17KDa

60 53 54
50
40
40 3636
30 28
20 17 17
9
10 6 5
11 oo Namo o i 11
Juana Castafia  El Zarzal El Placer Betania Lomitas  Lomitas Abajo Resguardo
Arriba Huellas

m Pooles obtenidos Perros @ Pooles positivos perros

m Pooles obtenidos gatos mPooles positivos gatos

Figura 15. Distribucién de resultados obtenidos para la amplificacién del gen gltA y 17KDa en

pooles de pulga por vereda.
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Todos los pooles positivos para el gen gltA, fueron procesados por PCR convencional
para el gen ompB, se utilizaron los iniciadores 120-2788 y 120-3599 descritos en la
Tabla 3 y se obtuvo que el 96,5% (139/144) de las muestras analizadas son positivas
para este gen. En la Figura 16 se observa el gel, con algunas muestras positivas para
ompB y en la Figura 17, se describen los resultados positivos para este gen por

vereda.

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20

1000 pb

500 pb

100 pb

Figura 16. Productos amplificados para el gen ompB en muestras de sangre con los iniciadores 120-
2788 y 120-3599. Carril 1: Marcador de peso molecular 10opb (ZYMO RESEARCH), Carril 2-18

muestras de pooles de pulgas; Carril 19: Control positivo Rickettsia slovaca (812 pb); Carril 20:

Control negativo: Agua

Pooles positivos ompB

60 53 54
50
40
40 35 3636
28
30 23
‘ ‘ 1717 |
20 11 9
10 tor S Tl I ° 2 1
o Mm’! Hlmm 08" DE°° Pmc° DE_ NE''
Juana Castana El Zarzal El Placer Betania Lomitas Lomitas Resguardo
Arriba Abajo Huellas

m Pooles obtenidos Perros ® Pooles positivos perros

m Pooles obtenidos gatos M Pooles positivos gatos

Figura 17. Distribucién de resultados obtenidos para la amplificacién del gen ompB en pooles de

pulga por vereda.
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6.4 Identificacion de especies de Rickettsia spp. por digestién de productos
amplificados con endonucleasas.

6.4.1 Digestion de productos amplificados para el gen 17KDa con enzima Xbal

Con el fin de identificar las especies de Rickettsia spp. que se encontraban presentes
en las pulgas recolectadas, se utilizo el protocolo descrito por Schriefer et al. 1994,
realizando la digestion de los 144 pooles positivos para el gen 17KDa con la enzima
de restriccion Xbal, el 100% (144/144) de las muestras fueron identificadas como R.
felis o RFLO. Se utiliz6 como control positivo del ensayo con endonucleasas, ADN de
R. typhi y R. felis. En la figura 18, se observa, el gel de electroforesis donde fueron

revelados los productos de la digestion.

Figura 18. Patrones de restriccién con Xbal para el gen 17-kD. Carril 1y 16: Marcador de peso
molecular 100pb (ZYMO RESEARCH); Carril 2-12: Patron de restriccion en 11 pooles de muestras,
Carril 13: Patrén de restriccion R. typhi (Corte 216 pb); Carril 14: Patrdn de restriccién R. felis (No

genera corte en esta enzima); Carril 15: Control Negativo
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6.4.2 Digestion de productos amplificados para el gen ompB con enzima NlalV.

Se realiz6 la digestion de los 139 productos amplificados positivos para el gen ompB,
obteniendo el 14,4% (20/139) positivo para R. felis, evidenciado en la ausencia de
corte luego de la digestion, el 84,9% (118/139) positivo para R. asembonensis,
evidenciado con la generacién de un patrén de corte con dos bandas, una de 469 y
otra de 301 pb y el 0,7% (1/139) positiva para Candidatus R. senegalensis con un
patron de corte de 661 y 109 pb. En la Figura 19, se evidencia un gel de electroforesis

con los productos de digestion con NlalV, para diferentes muestras.

—— e ——
. w—— — —

—_—e— . 4

R. felis

R. asembonensis 4

Candidatus “R. senegalensis”

Figura 19. Patrones de restriccion con NlalV para el gen ompB. Carril 1: Marcador de peso
molecular 100pb (ZYMO RESEARCH); Carril 2-7: Patron de restriccién en pooles de muestras
positivas para R. asembonensis, Carril 8-12 y 14-18: Patrén de restriccion en pooles de muestras
positivas para R. felis; Carril 13: Patrén de restriccion en pool positivo para Ca R. senegalensis.
Carril 19: Patrén de restriccion para control positivo R. typhi; Carril 20: Patron de restriccion para

control positivo R. felis.

6.5 Secuenciaciéon de productos amplificados.

Se realizo la secuenciacion del producto amplificado del gen ompB de un pool para
cada patron de restriccion obtenido con la enzima NlalV, las secuencias forward y

reverse para cada muestra, fueron ensambladas, editadas y comparadas para la

obtencion de las secuencias consenso, estas Ultimas fueron comparadas por la
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herramienta de Blastn del NCBI, comparadas con las secuencias depositadas en la
base de datos del GenBank (Tabla 7), para confirmar la especie identificada

previamente por PCR-RFLP.

Tabla 7. Resultados de alineamiento secuencias obtenidas para confirmacion R. felis, R.

asembonensis y Ca. “Rickettsia senegalensis”

Query E % Numero de
Cédigo Pool Cepa alineada
cover value identidad acceso
Rickettsia felis clone Ar3 outer
P54 _C38 membrane protein B (ompB) 99% 0.0 991 G0385243.1
gene, complete cds
Rickettsia asembonensis isolate
P83_C53 VGD7 ompB (ompB) gene, 100% 0.0 100% KY650699.1

complete cds
Candidatus Rickettsia
senegalensis isolate
P127 _C78 100% 0.0 99,73% KT304219.1
Cf_US_0036D outer membrane

protein B gene, partial cds

La identificacién del pool P127 _C78 como Candidatus Rickettsia senegalensis es el
primer reporte de esa especie en el pais, por lo que se realizo la secuencion del gen
gltA. Las secuencias obtenidas para los genes gltA.y ompB fueron depositadas en la
base de datos del GenBank con los codigos de acceso: MK548198 y MK548198
(Anexos 3y 4). Los arboles filogenéticos construidos para comprobar la identidad de

la especie se observan en las figuras 20 y 21.
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KU499847.1
KFB66472.1 Candidatus R. senegalensis

A Glta 127

KY445723.1
KY 650697 .1 R. asembonensis
KX196267.1

JOB74484.1
4“‘ JN375498.1 R. felis
CPO00053.1

Us59728.1 ") R conorii

KF742602.1
495{ U5a729.1 R. rickettsii
DO 50686.1

DQ926854.1

100 | -
| M17149.1 R. prowazekii

U58715.1
100 | Ls9714.1
pr-s | CP003398.1 R. typhi
CPO03397.1
|
0.01

Figura 20. Arbol filogenético gen gltA, se confirmé la secuencia obtenida para Candidatus R.
senegalensis, usando Kimura 2 parametros- Maximum Likehood. La secuencia depositada en el

GenBank estd identificada con el numero de acceso: MK548197
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B KT304219.1
87 ku167060.2

100 Candidatus R. senegalensis
KF666470.1

A OmpB 127 I
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4{ Candidatus R. asemboensis
96 19| K v650699. 1

AF182279.2

~GQ385243. R. felis
100

Pedreiragenome

GU395293.1
J{ :| R. rickettsii
X16353.1
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E[ i| R. conorii
AF123721.1

AF211821.1
100 [

100

|_ R. prowazekii
AF161079.1
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B9991CWPP genome R. typhi

|
TH1527 genome

Figura 21. Arbol filogenético gen ompB. Se confirmé la secuencia obtenida para Candidatus R.
senegalensis, usando Kimura 2 parametros- Maximum Likehood. La secuencia depositada en el

GenBank estd identificada con el niimero de acceso: MK548198

71



7 DISCUSION

En el departamento del Cauca, existe una seroprevalencia de rickettsiosis transmitidas
por pulgas de 71,8%, lo que indica que la poblacion habitante de las veredas La Sierra,
El Placer, El Zarzal, Betania, Lomitas Arriba, Lomitas Abajo y Resguardo Huellas, ha
tenido contacto con estas especies de Rickettsia. Hallazgos que se confirman con los
resultados obtenidos en los pooles de pulgas, donde el 58,7% de los pooles es positivo
para especies de Rickettsia spp. transmitidas por pulgas, identificando por primera vez
en el departamento la presencia de R. felis, R. asembonensis y Candidatus Rickettsia
senegalensis, estos resultados confirman una vez mas que en nuestro pais circulan
diversas especies de Rickettsia, que se pueden encontrar asociadas a los sindromes

febriles mal diagnosticados en nuestro pais.

En el departamento de Caldas, se han reportado los mas altos porcentajes de
anticuerpos contra R. typhi y R. felis, encontrando una seroprevalencia del 71.8%:
distribuida en 17,8% especifica contra R. felis, 25,2% contra R. typhi y una reactividad
cruzada del 28,7%, en los 7 municipios del departamento analizados (Hidalgo,
Montoya et al. 2013), lo que coincide con los resultados obtenidos en este estudio,
evidenciando una seroprevalencia del general 74,4% contra rickettsias transmitidas
por pulgas, distribuida en 14,4% contra R. felis, 30,4% R. typhi y una reactividad
cruzada del 29,6%. Los resultados obtenidos en nuestro pais, son altos comparados
con los resultados de seroprevalencia, obtenidos en otras partes del mundo: 4,2%
contra especies del grupo del Tifo en la India (Khan, Bora et al. 2016), 16% contra R.

felis en China (Zhang, Lu et al. 2014). Los resultados obtenidos por Lim et al. 2016 en
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Nueva Zelanda, demuestran la existencia de reactividad cruzada entre los anticuerpos
producidos contra R. typhi, R. felis y otras Rickettsias pertenecientes al GFM; la
seroprevalencia inicial obtenida en el estudio fue 10,7% en el tamizaje realizado en
laminas antigenadas en el Laboratorio, posteriormente el uso de laminas comerciales
que permitia diferenciar los anticuerpos producidos contra el GFM o GT, evidencio
una seroprevalencia de 3,7% distribuida en 0,7% contra el TG, 0,9% GFM y 2,1% de
reactividad cruzada, los andlisis confirmatorios se realizaron por WesternBlot en el
que se identificé que 64,8% (24/37) muestras analizadas presentaban reactividad
cruzada (Lim, Weinstein et al. 2016). La alta seroprevalencia encontrada, puede
encontrarse relacionada con la alta circulacion de especies rickettsiales en el
departamento y a la alta circulacién de vectores artropodos como pulgas en los

animales domésticos.

Los resultados obtenidos demuestran, que la mayor parte de la poblacion adulta de
los municipios estudiados, ha tenido contacto previo con R. felis o R. typhi, lo que
demuestra la circulacién de agentes rickettsiales en el departamento del Cauca, y
sugiere estudios que determinen si esta puede ser una causa de sindromes febriles

no identificados de manera correcta en el departamento.

Para determinar la presencia de genes rickettsiales en sangres recolectadas de perros
y gatos, se realizo utilizé la técnica de PCR, teniendo en cuenta la dificultad que existe
para el aislamiento y cultivo de las especies del género Rickettsia spp. por métodos
tradicionales (Walker 1996); en las 125 muestras de perros y 4 de gatos, no se logré

la amplificacibn de dos o mas genes rickettsiales, estos resultados pueden
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interpretarse como un falso negativo, ya que estas especies al ser intracelulares
obligadas y afectar las células endoteliales que recubren los vasos sanguinos, se
encontrarian en bajo numero de copias en el torrente sanguineo (Williams, Sacci et
al. 1992), los resultados de este estudio, reportan una baja deteccion de genes
rickettsiales en muestras de ADN de sangres de perros, lo que coincide con lo
reportadé en Bangkok donde solo lograron determinar la presencia de genes
rickettsiales en el 4,24% (15/353) de las muestras de sangre de perros (Mongkol,
Suputtamongkol et al. 2018), en Yucatan, se determind la presencia de R. typhi en el
5,5% (7/128) de sangres de perros pertenecientes a una poblacidn con antecedentes
de tifo murino en humanos (Blanton, Idowu et al. 2016), en Zambia, se identificé R.
felis en el 4,7% (7/150) de los perros de Lusaka y Mazabuka (Moonga, Hayashida et

al. 2019).

La mayor parte de los estudios alrededor del mundo, se han basado en identificar los
agentes etiologicos, vectores asociados a transmision, mamiferos hospederos y
prevalencia en humanos, por lo que para determinar la circulacion de agentes
rickettsiales en los vectores, se recolectaron pulgas sobre perros y gatos domésticos
pertenecientes a las mismas veredas; la deteccién molecular por técnicas de PCR de
dos 0 mas genes en las pulgas colectadas, permitié identificar que 58,7% (144/245)
de los pooles de pulgas C. felis obtenidos son positivos para Rickettsia spp., de los
cuales el 14,4% fue identificado como R. felis; el 84.9% para R. asembonensis, y el
0,7% para Candidatus R. senegalensis, estos resultados evidencian la circulacion de
agentes rickettsiales en el departamento del Cauca, y constituyen el primer reporte de

rickettsias transmitidas por pulgas para esta zona del pais; estos resultados coinciden
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con los obtenidos en el departamento de Caldas, donde se han reportado la presencia
de R. felis en pulgas con tasas minimas de 5,3% para C. felis, 9,2% para C. canis, y
10% para P. irritans (Ramirez-Hernandez, Montoya et al. 2013), asi como la presencia
de R. asembonensis en pulgas colectadas sobre perros, gatos y roedores en el
departamento de Caldas por nuestro grupo de investigacion y cuyos resultados aun
se encuentran en proceso de publicacion. Nuestro grupo de investigacion también
determind la presencia de R. asembonensis en pulgas C. felis obtenidas en el
municipio de Villeta, Cundinamarca (Faccini-Martinez, Ramirez-Hernandez et al.

2016).

En Latinoamérica, también se ha reportado la circulacion de Rickettsias-RFLO, en
pulgas provenientes de animales domésticos. En Ecuador 7/8 C. felis mostraron una
identidad del 99,6-99,9% con “Candidatus Rickettsia asemboensis” (Oteo, Portillo et
al. 2014). En Iquitos-Peru el 97,4% (185/190) de las pulgas C. felis recolectadas sobre
mamiferos domésticos, fue positivo para “Candidatus Rickettsia asemboensis”
(Kocher, Morrison et al. 2016). En Chile, se detectd la presencia de R. felis en el 70%
de las pulgas C. felis recolectadas sobre gatos (Labruna, Ogrzewalska et al. 2007).
Otro estudio realizado la Isla de Pascua en Chile, detectd la presencia de R.
asembonensis y Candidatus R. senegalensis en pulgas C. felis recolectadas sobre
perros (Cevidanes, Di Cataldo et al. 2018). En Brasil especificamente en el estado de
Maranhé&o, el 78% de las pulgas identificadas como C. felis fue positiva para al menos
dos genes rickettsiales, entre las especies identificadas se encontré R. asembonensis

y Candidatus R. senegalensis (Silva, Vizzoni et al. 2017).
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En Norteamérica también se ha reportado la presencia R. felis y organismos-RFLO;
en México , el 20% de las pulgas correspondientes a C. felis fue positiva para R. felis
(Peniche-Lara, Jimenez-Delgadillo et al. 2015). En Galveston, Texas se report6 la tasa
minima de infeccion en pulgas C. felis, contra: R. felis 1,3%, R. typhi 0,3%, R.
asembonensis 0,3%, Candidatus R. senegalensis 2,0% (Blanton, Vohra et al. 2019).
En el mundo se ha reportado la presencia de estas especies en India (Khan, Bora et
al. 2016), Israel (Hornok, Baneth et al. 2018) y Senegal (Mediannikov, Aubadie-Ladrix
et al. 2015). La amplia distribucién de los agentes rickettsiales transmitidos por pulgas,
pueden ser la causa de la alta seroprevalencia contra estas especies encontrada en

esta region.

El uso de la enzima de restriccion NlalV sobre el producto amplificado para el gen
ompB, permitié identificar las especies de Rickettsia spp. en los pooles positivos,
dichos resultados se confirmaron por secuenciacion, realizando el alineamiento de la
secuencia obtenida para cada patron de restriccion, la diferencia en los tamafios de
los productos de restriccién obtenidos, facilitaron la interpretacién (Blanton, Quade et

al. 2019).

C. felis fue la Unica especie de pulga capturada en el presente estudio, tanto en perros
como en gatos, estos resultados coinciden con lo reportado en Australia, en donde
esta especie es mas comun que C. canis (Chandra, Forsyth et al. 2017). Asi como un
estudio realizado en Espafia, en el que se demostrd, que en las especies de pulgas
gue infestan perros, C. felis es predominante con un 81,7%, comparado con C. canis

11,4% y Pulex irritans 6,9% (Galvez, Montoya et al 2017).
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La presencia de C. felis sobre perros y gatos demuestra que es un pardsito
multihospedero que puede servir como vector para Rickettsias, 10 que representa un
riesgo de exposicion para la poblacion humana debido al contacto cercano de los
animales domésticos con la poblacion (Parola 2011). Dicho contacto, se evidencia en
los altos porcentajes de seroprevalencia encontrados en la regién y sugieren medidas
de prevencion y control de pulgas, asi como estudios que permitan dilucidar si estas
especies son patdgenas para el hombre, y puedan ser las causantes de sindromes

febriles en esta region del pais.

Estudios de densidad de pulgas, han reportado en Australia, que la presencia de C.
felis de manera mas abundante, encontrada en el 98,8% de la densidad total de pulgas
colectada, se puede encontrar asociada a caracteristicas climaticas y de vegetacion
(Slapeta, King et al. 2011). Adicionalmente estudios realizados sobre la preferencia
de mamiferos por pulgas, han determinado que estos parasitos son multihospedero,
y SuU presencia no esté restringida a perros o gatos, por lo que se puede encontrar un

alto namero de C. felis sobre perros domésticos (Clark, Seddon et al. 2018).
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8 CONCLUSIONES

Se determind la seroprevalencia de rickettsiosis transmitidas por pulgas, en la

poblacién analizada.

No se detectaron genes rickettsiales en las muestras de sangre de perros y gatos

recolectadas

El analisis de los vectores mediante PCR-RFLP, demostrd la alta circulacion

especies de R. felis o R. felis-like en los cuatro municipios incluidos en el estudio.
El presente estudio constituye el primer informe de Candidatus Rickettsia

senegalensis en C. felis de perros en Colombia.
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9 RECOMENDACIONES

Se deben realizar nuevos estudios de investigacion en el departamento del
Cauca, que involucren la captura de roedores y permitan dilucidar el papel de
estos animales en la trasmision de rickettsias transmitidas por pulgas

Se deben iniciar acciones que permitan establecer a las rickettsiosis como
enfermedades de notificacion obligatorio en el sistema nacional de vigilancia
SIVIGILA.
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11 ANEXOS

Anexo 1

Proyecto: Estudio de enfermedades transmitidas por vectores: Garrapatas, pulgas y piojos, en

zonas priorizadas del departamento de Cauca. Acercamiento ala vigilancia y al control.

FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA APLICACION DE ESTUDIO DE
CAMPO - HUMANOS

Informacion sobre el Estudio
Vaélido desde el 1 de enero de 2017 hasta el 31 de diciembre del 2019

Lo invitamos a que haga parte del estudio de investigacion titulado “Estudio de enfermedades
transmitidas por vectores: Garrapatas, pulgas y piojos, en el departamento de Cauca. Acercamiento a
la vigilancia y al control” que estamos realizando la Universidad de la Salle, La Pontificia Universidad
Javeriana y la secretaria de Salud del Cauca para aportar a la construccion de estrategias de gestién
del riesgo de enfermedades transmitidas por garrapatas, pulgas y piojos en poblaciones humanas y
animales de localidades priorizadas de los municipios de El Tambo, La Sierra, Caloto y Santander de
Quilichao del departamento del Cauca, Colombia a partir de métodos participativos con las
comunidades y autoridades, y métodos de campo y laboratorio, para el entendimiento de los factores
que determinan su ocurrencia y eco-epidemiologia. Su decisién de tomar parte en esto es enteramente
voluntaria. Por favor lea este formulario de consentimiento cuidadosamente y haga cuantas preguntas
considere, antes de decidir si quiere participar. Si usted decide participar podra abandonar el estudio
en cualquier momento sin perder algun beneficio que pudiera tener. Este consentimiento se va a
diligenciar por duplicado y se le entregara una de las copias

Propdsito del estudio

Aportar a la construccion de estrategias de gestion del riesgo de enfermedades transmitidas por
garrapatas, pulgas y piojos en poblaciones humanas y animales de localidades priorizadas de los
municipios de ElI Tambo, La Sierra, Caloto y Santander de Quilichao del departamento del Cauca,
Colombia, a partir de métodos participativos con las comunidades y autoridades, y métodos de campo
y laboratorio, para el entendimiento de los factores que determinan su ocurrencia y eco-epidemiologia.

Procedimiento del estudio

Usted seré contactado por un profesional de la salud que hace parte del grupo de investigacion de la
propuesta quien le entregard este formulario, una vez haya aceptado la participacién en el estudio,
entonces:

Como participante voluntario en este estudio usted estara dispuesto a colaborar en:

1. Toma de muestra: Le sera realizada una toma de muestra de sangre venosa de 10 centimetros
cubicos aproximadamente uno con EDTA o anticoagulante y otro tubo seco, por parte de uno
de los investigadores del proyecto. Este procedimiento se le explicara en detalle al momento
de realizarle la puncién. Lo Unico que puede presentar después, serd un hematoma en el sitio
de la puncién venosa.
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Las muestras de sangre seran procesadas por personal idéneo del laboratorio de bacteriologia
especial de la Pontificia universidad Javeriana. Con la sangre obtenida se realizara la prueba
serolégica de Inmunofluorescencia indirecta (IFl), Pruebas moleculares como PCR para el
reconocimiento de diferentes tipos de Bacterias, y andlisis microscépico de los extendidos de
sangre para la observacion directa de algunas bacterias
2. Encuesta: Usted contestara una serie de preguntas relacionadas con caracteristicas socio-
demogréficas y antecedentes personales relacionados con enfermedades trasmitidas por
garrapatas, piojos y pulgas
Confidencialidad
Los resultados que se obtengan de este estudio y la informacion sobre el estado de salud del voluntario
se mantendran de manera confidencial respetandose en todo momento su identidad. Es necesario
aclarar que la participacion en el estudio no modificara la conducta médica ni el curso de la enfermedad,;
sin embargo, usted podra conocer los resultados obtenidos en su muestra oportunamente.
Su participacion en este proyecto es de caracter voluntario, y en caso de no participar en él, esta
decision no afectard la relacién médico — paciente.
Los resultados de investigacion serdn aplicados en las Lineas de Investigacion de las diferentes
entidades participantes, y como datos para las publicaciones que de ella surjan en un medio de
divulgacién estrictamente académico. En ninguno de los informes o publicaciones resultantes del
proyecto de investigacion se identificara el nombre del participante, con el fin de preservar en anonimato
de su participacion. Los investigadores no obtendran ningun beneficio econémico de este proyecto sin
su consentimiento. Los resultados del presente estudio permitiran proponer estudios de mayor
envergadura que permitiran generar recomendaciones especificas de prevencién, diagnéstico y
tratamiento para el personal profesional de salud, las autoridades sanitarias y la comunidad en general
con el propésito de disminuir la morbilidad asociada con enfermedades trasmitidas por ectoparasitos.

El consentimiento debera ser firmado por usted o un familiar en caso de que usted no esté en
condiciones fisicas 0 mentales de expresar su consentimiento personalmente.

Si tiene alguna duda o desea saber su resultado puede comunicarse de lunes a Viernes de 8:00am a
5:00pm con la Dra. Marylin Hidalgo Investigadora en la Universidad Javeriana teléfono 3-20-83-20
extension 4155 o con la Dra Heidy Martinez al 3125187966 o al correo electronico h-
martinez@javeriana.edu.co
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Anexo 1 Continuacion - Consentimiento informado Cédigo N°

Proyecto: Estudio de enfermedades transmitidas por vectores: Garrapatas, pulgas y piojos, en
zonas priorizadas del departamento de Cauca. Acercamiento a la vigilancia y al control.

FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA APLICACION DE ESTUDIO DE CAMPO

Vélido desde el 1 de enero de 2017 hasta el 31 de diciembre del 2019

Yo, como sujeto del estudio me comprometo a que toda la informacién
que brinde sera ajustada a la verdad.

Declaro que estoy de acuerdo con lo anterior y que participo voluntariamente y no he sido sometido a ninguna
intervencion con coaccion en esta decision.

Se me ha explicado la naturaleza y el propésito de la investigacién sefialada y me ha informado de manera clara
gue puedo retirarme del estudio en cualquier momento y que recibiré trato igualitario si no participo.

Manifiesto que he sido informado sobre las normas éticas que regulan las investigaciones, que las muestras seran
usadas exclusivamente para el propésito de la investigacion y se manejard reservadamente los datos que se
obtengan.

Se me ha dado la oportunidad de hacer preguntas sobre la investigacion mencionada y estas han sido contestadas
satisfactoriamente.

Manifiesto que he leido y comprendido perfectamente lo anterior. En constancia firmo a continuacion.

Nombre: Firma:
Cédula de Ciudadania No. Fecha:

HUELLA DIGITAL INDICE DERECHO (en caso de pacientes que no sepan leer ni escribir)
Testigos:

Firma: Firma:

Nombre: Nombre:

Direccion: Direccion:

Teléfono: Teléfono:

Ciudad: Ciudad:

Fecha: Fecha:

Relacion con el paciente: Relacion con el paciente:

AUTORIZACION: La utilizacion de la muestra en estudios posteriores nos podria ayudar en el futuro a
entender las causas y/o el comportamiento de la enfermedad anteriormente mencionada. Se puede dar
el caso en donde usted y su familia no se beneficien directamente de estos estudios, pero tanto su
familia como otros individuos afectados podrian beneficiarse. Usted tiene el derecho a no permitir que
sus muestras de sangre sean estudiados inmediatamente o guardados para estudios en el futuro. Usted
se puede retirar del estudio en cualquier momento. Los investigadores podran guardar las muestras
como parte del tratamiento clinico rutinario sin que éstas sean incluidas en la investigacion. Por o
tanto, por favor marque su decisidn con respecto al almacenamiento de la muestra y su
utilizacién en estudios de investigacidn posteriores:

0 Deseo que la muestra que me fue extraida sea DESECHADA una vez completado el estudio de
investigacion.

1 Autorizo CONSERVAR la muestra que me fue extraida con la posibilidad de emplearla en estudios
futuros.
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Anexo 2

UNIVERSIDAD DE

LASALLE

Gobernacién del Cauca

Estudio de enfermedades transmitidas por vectores: Garrapatas, pulgas y piojos, en zonas priorizadas del departamento de
Cauca. Acercamiento a la vigilancia y al control

REGISTRO INDIVIDUAL DE PACIENTE

Fecha: Cadigo:
Nombre: Edad:
Ndamero de identificacion: Género: MIF
Ocupacion: Teléfono:
EPS Subsidiado: Contributivo:

Municipio: Vereda:

Nombre del predio:

Tiempo de permanencia en la vivienda: Material de construccién:  Techo:
Servicios publlicos S/N Agua: Paredes:
Luz Piso:

Alcantarillado:

Cuéantas veces por semana se bafia?: Cuantas veces al dia se lava la manos?:

Ndmero de cuartos o dormitorios en el hogar: Numero de habitantes en el hogar:

Durante el dltimo afio a presentado fiebre? S/N Cuéntas veces: Medida con termémetro? S/N
Consulté al médico cuando present6 fiebre? S/IN Consumié antibiéticos durante su episodio de fiebre? SIN _____
Cual:

Quién le formulé los antibidticos:

Durante su episodio de fiebre, presenté alguna especie de salpullido o ronchas en su cuerpo? S/N
En qué partes del cuerpo?:

Ha sido diagnésticado con Dengue, Sika, Chinkungunya, Fiebre Amarilla, Malaria? S/N Con cual:
Durante el Gltimo afio ha fumigado su casa? S/N Cuéntas veces: Fecha dltima:
Tiene animales domésticos en su predio? S/ N
Cantidad | Especie [liempo de permanencig

Bovinos:

Equinos:

Caninos:

felinos:

Oftros:
Ha observado ratones o ratas cerca a su casa?: SIN Chuchas o zariguellas?: S/N
PRESENCIA DE GARRAPATAS
Ha observado garrapatas en sus animales? : SIN Garrapatas en su casa?: SIN

Hace cuanto tiempo?:
Tiene conocimiento si alguno de sus vecinos tiene problemas de garrapatas? : S/N
Ha tenido en algin momento problemas de garrapatas en su lugar de vivienda? : S/N

fecha de udltima infestacion: Tratamiento empleado en la erradicacion:
Ha sido alguna vez picado por una garrapata?: S/N Hace cuanto?:

PRESENCIA DE PULGAS

Ha observado pulgas en sus animales? : S/IN Pulgas en su casa?: S/IN

Hace cuanto tiempo?:
Tiene conocimiento si alguno de sus vecinos tiene problemas de pulgas? : S/N
Ha tenido en algin momento problemas de pulgas en su lugar de vivienda? : S/N

fecha de dltima infestacion: Tratamiento empleado en la erradicacion:
Ha sido alguna vez picado por una pulga?: S/N Hace cuénto?:

PRESENCIA DE PIOJOS

Sabe si actualmente tiene piojos en su cabeza?: S/IN Piojos en su cuerpo?:
Alguna vez ha tenido piojos en su cabeza o cuerpo? S/N Hace cuanto tiempo?:

Algun integrante de su familia actualmente tiene piojos en cabeza o cuerpo? S/N
Alguna vez algln integrante de su familia ha tenido piojos en cabeza o cuerpo? S/N
Qué tratamiento emplea para la erradicacién de piojos:
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Anexo 3

Numero de acceso GenBank “P127”: MK548197.1

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MK548197 )

Candidatus Rickettsia senegalensiz izolate P127 citrate synthasze (gltA) gene,
partial cds
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Anexo 4

Numero de acceso GenBank “P127”: MK548198.1

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/MK548198 )

Candidatuz Rickettzia senegalensiz isolate P127 outer membrane protein B
{ompB) gene, partial cds
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