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Estudio de seroprevalencia de rickettsias del grupo de las fiebres manchadas
en animales mamiferos, determinacion de la incidencia en humanos y
deteccion molecular de Rickettsia spp. en garrapatas del municipio de Villeta
(Cundinamarca).

RESUMEN

Antecedentes: Las rickettsiosis son entidades clinicas de tipo zoondtico causadas
por bacterias intracelulares obligadas del género Rickettsia que son transmitidas por
artrépodos hematdfagos. Segun las caracteristicas genotipicas este género se
divide en cuatro grupos, el grupo de las fiebres manchadas que se transmite por la
picadura de garrapatas, el grupo del tifus transmitido por piojos y pulgas, el grupo
transicional transmitido por acaros y finalmente el grupo ancestral. La rickettsiosis
mas letal es la fiebre machada de las montafias rocosas causada por R. rickettsii,
aunque también existe el tifus endémico y el tifus epidémico causado por R. typhi y
R. prowazekii, respectivamente. En Colombia la rickettsiosis se reportd por primera
vez en 1937 por Luis Patifio quien la describié como un sindrome febril con signos
inespecificos, meses después se comprobd que el agente causal fue R. rickettsii, sin
embargo, desde entonces poco se supo de la circulacién de estos microorganismos
en el pais. En los ultimos afios se han presentado varios brotes de rickettsiosis del
grupo de las fiebres manchadas entre los que se destacan los ocurridos en el
municipio de Villeta (Cundinamarca) en 2003 y 2004, Necocli y Turbo (Antioquia)
en 2006 y 2008, y en Los Cordobas (Cordoba) en 2007. Dado que esta enfermedad
no es de notificacidn obligatoria no se tienen datos recientes de esta zoonosis
emergente. Adicionalmente, varios estudios han sefalado la importancia de evaluar
la seroprevalencia de Rickettsia spp. en animales mamiferos con el fin de
monitorear el comportamiento de este género bacteriano en determinada area
endémica. Trabajos previos mostraron una prevalencia de IgG en caninos y equinos
del 18.2% y 16.3% respectivamente, pero en bovinos no hay datos a la fecha en
Latinoamérica. De igual forma, se ha descrito que la garrapata Amblyomma
cajennense es uno de los vectores mas relacionados con la transmision de
rickettsias del grupo de las fiebres manchadas desde el sur de Estados Unidos
hasta el norte de Argentina. El objetivo de este trabajo es determinar la
seroprevalencia de rickettsias del grupo de las fiebres manchadas en caninos,
equinos y bovinos del municipio de Villeta, la incidencia de casos de rickettsiosis del
grupo de las fiebres manchadas entre Enero 2012 y Enero 2013 en pacientes que
ingresaron al hospital de Villeta y finalmente determinar la tasa minima de infeccion
en garrapatas A. cajennense recolectadas en dicho municipio para tener una
aproximacion a la epidemiologia de esta infeccion en esta zona endémica.

Materiales y métodos: i) Se determiné el titulo maximo de IgG contra rickettsias del
grupo de las fiebres manchadas en sueros provenientes de caninos, equinos y
bovinos del municipio de Villeta mediante inmunofluorescencia indirecta. ii) La
incidencia de casos de rickettsiosis entre Enero 2012 y Enero 2013 en Villeta se
evalu6 mediante la deteccion de IgG contra rickettsias del grupo de las fiebres
manchadas por inmunofluorescencia indirecta en muestras de suero pareadas. iii)
Para determinar la tasa minima de infeccion de Rickettsia spp en A. cajennense se
realizé la deteccion de genes especificos de este género (OmpB) por medio de PCR
convencional.
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Resultados: Se detectd que la seroprevalencia de rickettsias del grupo de las
fiebres manchadas en caninos, equinos y bovinos del municipio de Villeta fue del
14.4%, 33.7% y 50% respectivamente. La incidencia de casos de rickettsiosis entre
Enero del 2012 y Enero del 2013 fue de 5.6 casos por cada 10000 habitantes. La
tasa minima de infeccion de Rickettsia spp. en A. cajennense fue de 5.9%

Conclusiones: En el presente trabajo se confirmd que las rickettsias del grupo de
las fiebres manchadas hacen parte de los agentes etiologicos de sindromes febriles
agudos en el municipio de Villeta (Cundinamarca). El analisis de seroprevalencia en
animales mamiferos demostro la constante presencia de estos microorganismos en
esta zona, ademas, la alta incidencia de la rickettsiosis del grupo de las fiebres
manchadas encontrada en humanos se correlaciona con la tasa minima de infeccion
determinada en garrapatas de la especie A. cajennense recolectadas en esta area
endémica, la cual es mayor a la reportada en Europa, Estados Unidos y Brasil.
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1. INTRODUCCION

Las rickettsiosis son entidades clinicas de caracter zoondtico causadas por
bacterias pertenecientes al género Rickettsia, las cuales son transmitidas por
artrépodos hematoéfagos como garrapatas, pulgas, piojos y acaros (1). Con base en
analisis filogenéticos, este género bacteriano se divide en cuatro grupos: el grupo de
las fiebres manchadas (R. rickettsii, R. sibirica, R. conorii, R. parkeri, entre otras),
grupo del tifus (R. typhi y R. prowazekii), grupo transicional (R. akari, R. australis y
R. felis) y el grupo ancestral (R. canadienses y R. bellii) (2). EI género Rickettsia
actualmente se encuentra conformado por 25 especies reconocidas, aunque en los
ultimos anos, se han identificado varias cepas las cuales aun no estan totalmente
caracterizadas (3, 4). Estas bacterias tienen una distribucion mundial y su ecologia
esta determinada por factores ambientales, la presencia de vectores especificos que
influyen en el establecimiento y la epidemiologia de determinadas rickettsiosis en
diferentes regiones del mundo (5).

En América, durante el siglo XX, se reconocieron tres rickettsiosis las cuales son la
fiebre manchada de las montafas rocosas o RMSF (Rocky Mountain Spotted Fever)
cuyo agente etioldégico es R. rickettsii, el tifus endémico y epidémico causado por R.
typhi y R. prowazekii, respectivamente (5). Sin embargo, en las ultimas décadas se
han descrito casos de fiebre manchada transmitida por pulgas causada por R. felis y
el rickettsialpox causado por R. akari en paises como Brasil, Costa Rica, México,
entre otros (1).

De las rickettsiosis anteriormente mencionadas, la RMSF es la mas letal de todas.
Esta enfermedad fue descrita inicialmente por Edward Maxey en 1899 en
Norteamérica (6) pero solo fue hasta 1906 cuando el patélogo Howard Ricketts logro
determinar que esta infeccion era provocada por microorganismos que se
transmitian por la picadura de la garrapata Dermacentor andersoni y que este vector
transmitia la bacteria a su progenie (7, 8). Posteriormente, se comenzaron a
identificar casos de RMSF transmitida por garrapatas en Estados Unidos,
Centroamérica y Suramérica (9). En 1925 se realizé la descripcion clinica de la
enfermedad a partir de un nifio de Indiana (Estados Unidos) que luego fue
confirmado por hallazgos de laboratorio. Desde ese entonces hasta la actualidad
esta infeccibn ha sido descrita como una zoonosis potencialmente fatal cuyo
diagndstico siempre es un reto para los clinicos (9, 10). En las ultimas décadas se
ha despertado un gran interés en varios paises de Latinoamérica por su caracter re
— emergente y/o emergente debido a la presentacion de casos fatales y brotes de
alta letalidad (11). Por el contrario, en otros paises como Estados Unidos, han
permanecido como enfermedades endémicas de presentacion estacional, asociadas
a la circulacion de sus vectores o condicionadas por cambios ecoldgicos (9, 11).

En Latinoamérica, R. rickettsii ha mostrado un claro incremento en su distribucion y
expansion en los ultimos afios, razén por la cual se han realizado varios estudios
con el fin de esclarecer las caracteristicas epidemiolégicas de la RMSF,
especialmente en la identificacion de sus vectores y el ciclo de vida del
microorganismo (1). Hoy en dia se ha reconocido a las garrapatas de la familia
Ixodidae y el género Amblyomma, especialmente Amblyomma cajennense (A.
cajennense) como uno de los vectores mas implicados en la transmision de R.




rickettsii (12). A. cajennense esta ampliamente distribuida en América, puesto que
se encuentra desde el sur de Estados Unidos hasta el norte de Argentina,
estableciendo un factor muy importante a tener en cuenta respecto a la transmision
de la bacteria, ademas, esta garrapata tiene una baja especificidad de hospedero,
es decir, puede infestar a varios animales tales como equinos, bovinos, caninos,
aves y humanos (13).

Adicionalmente, los animales mamiferos juegan un papel importante en el ciclo de
vida de estos microorganismos dado que llevan las garrapatas infectadas al entorno
humano (11). Estudios previos han mostrado la importancia de evaluar la
seroprevalencia de Rickettsia spp. en animales como equinos, bovinos, caninos,
entre otros, con el fin de usarlos como animales centinela para monitorear la
circulacién de estos microorganismos en zonas endémicas antes de que casos
humanos sean detectados (14).

En Colombia, desde comienzos de la década del 2000, se han identificado varios
casos de RMSF con altas tasas de mortalidad (15). Desafortunadamente, esta
infeccion no es de notificacidon obligatoria ocasionando la ausencia de datos
actualizados sobre esta zoonosis en el pais. Igualmente, al ser una enfermedad que
se presenta como un sindrome febril agudo, estas bacterias no se suelen incluir en
el diagnostico diferencial por lo que comunmente se suele confundir con dengue,
leptospira, fiebre amarilla, entre otros (16).

Teniendo en cuenta lo anterior, debido a la coexistencia de las rickettsias del grupo
de las fiebres manchadas con los vectores, los animales mamiferos y la entrada del
hombre al ciclo, con la posterior adquisicion de la infeccién, este trabajo tiene como
finalidad hacer una aproximacion a la epidemiologia de la RMSF en el municipio de
Villeta (Cundinamarca, Colombia), la cual es una zona endémica para estos
microorganismos, mediante el analisis de seroprevalencia de rickettsias del grupo
de las fiebres manchadas en animales domésticos (equinos, caninos y bovinos), la
determinacién de la incidencia de esta infeccion en pacientes con episodios febriles
que ingresaron al hospital de Villeta entre Enero del 2012 hasta Enero del 2013 y
finalmente detectar genes especificos de Rickettsia spp. en garrapatas de la especie
A. cajennense recolectadas de este municipio.




2. JUSTIFICACION

La rickettsiosis del grupo de las fiebres manchadas son enfermedades
potencialmente letales que tienen una distribucion mundial. En Europa hay varias
especies que se asocian a esta patologia, por ejemplo, R. slovaca, R. aeschlimannii,
R. conorii, R. massiliae, entre otras (1), mientras que en paises del continente
americano como Estados Unidos, Canada, México, Costa Rica, Panama, Chile,
Argentina, Brasil y Colombia se ha reportado a R. rickettsii, R. parkeri, R. africae, R.
honei, y mas recientemente a R. amblyommii, como agentes etioldégicos de
rickettsiosis del grupo de las fiebres manchadas (3). La RMSF causada por R.
rickettsii suele tener diferentes nombres de acuerdo a su localizacion geografica, por
ejemplo, en Brasil se conoce como Fiebre Maculosa Brasilera y en Colombia se
conoce como la Fiebre de Tobia (1).

En Norteamérica, especialmente en Estados Unidos donde esta enfermedad es
endémica, se presentaron 431 casos de RMSF entre 1873 y 1920 en los estados de
Oklahoma, Tennessee y Arkansas (17). Entre 1997 y 2002 la incidencia anual de
esta enfermedad fue de 2.2 casos por cada millon de habitantes, es decir, cada afo
se reportaron aproximadamente entre 250 — 1200 casos de RMSF en este pais. Sin
embargo, es importante destacar que en los afios 2004, 2005 y 2006 se presentaron
1713, 1936 y 2092 casos respectivamente, lo que representa el mayor numero de
casos reportados en ese pais donde la mayor incidencia se presentd en nifios entre
5 — 9 afos y adultos entre 40 — 64 afios (9).

Con respecto a Latinoamérica, Brasil fue el primer pais en reportar la infeccién por
R. rickettsii en el afo 1920, sin embargo, después de la notificacion de varios
informes en las décadas de los afios 30 y 40 la cantidad de reportes disminuyo
considerablemente, pero desde finales de los afios 80 hasta la actualidad se ha
evidenciado un claro resurgimiento de la enfermedad especialmente en los estados
de Sao Paulo y Minas Gerais (18) cuyas tasas de letalidad estan entre el 20 — 30%,
las cuales son mucho mas altas que las reportadas en Estados Unidos que estan
entre 0.5 — 1.4% (19, 20). Eremeeva, et al, 2003 (21) afirman que esta diferencia tan
marcada se debe a las dificultades en el reconocimiento, diagndstico y tratamiento
de la infeccion e incluso la presencia de cepas mas virulentas de R. rickettsii
respecto a otras regiones de América. Entre los afios de 1997 — 2009 se informaron
808 casos de RMSF de los cuales el 45.1% se presentaron en el estado de Sao
Paulo, especialmente entre los meses de Junio y Octubre dado que se presentd una
mayor actividad de las formas inmaduras de A. cajennense, el cual es el principal
vector de R. rickettsii en ese pais (20). Igualmente, cabe destacar que esta es la
rickettsiosis de mayor importancia en Brasil, motivo por el cual es de notificacion
obligatoria y se encuentra bajo estricta vigilancia epidemiologia (5).

En Colombia la infeccion fue descrita por primera vez en 1937 por el Doctor Luis
Patifio, quien informd de un sindrome febril con signos inespecificos en el “Valle de
Tobia”, que se conoce hoy en dia como el municipio de Tobia, ubicado en el
departamento de Cundinamarca, donde la letalidad del brote alcanzé el 95%, meses
después se demostré que el agente causal fue R. rickettsii (22), desde entonces
poco se supo de la circulacion de Rickettsia spp. en el pais. Sin embargo, casi 70
anos después se confirmaron dos casos mortales de RMSF en la misma regién




(23), ademas en el afno 2005 se realiz6 un estudio serologico en habitantes del
municipio de Villeta (Cundinamarca), cerca de Tobia, el cual revelé6 una
seroprevalencia del 40.3% indicando la permanencia y frecuente exposicion a
rickettsias del grupo de las fiebres manchadas en dicha regién (24, 25).
Posteriormente en los afos 2006, 2007 y 2008 se reportaron nuevos casos de
rickettsiosis en los municipios de Necocli (Antioquia), Las Coérdobas (Coérdoba) y
Turbo (Antioquia), respectivamente, con tasas de letalidad entre el 26.6% - 36% (15,
26 — 28).

La RMSF es una zoonosis y las garrapatas hacen parte de los artropodos vectores
mas implicados en la transmision de estos patdgenos. En Latinoamérica, A.
cajennense, se ha identificado como un vector claramente implicado en la
transmision de R. rickettsii (12, 29). Esta garrapata infesta principalmente a equinos
y roedores (chigliros o zarigleyas) aunque comunmente se alimenta de otros
mamiferos como caninos, bovinos e inclusive humanos (30). Teniendo en cuenta lo
anterior, estudios previos realizados en Europa, Estados Unidos y Brasil han
mostrado la importancia de utilizar animales mamiferos como centinelas, es decir,
monitorear el comportamiento de estos microorganismos en areas endémicas (14).
En un estudio realizado por Hidalgo, et al, 2009 (31) en equinos y caninos del
municipio de Villeta, se reporté una prevalencia de anticuerpos IgG contra rickettsias
del grupo de las fiebres manchadas del 16.3% y 18.2% respectivamente. Respecto
a bovinos, en Latinoamérica no se han realizado estudios de seroprevalencia de
Rickettsia spp. Sin embargo, se han realizado estudios en las islas del Caribe (St.
Kitts and Nevis) y en Zimbabwe donde se ha reportado una seroprevalencia de
rickettsias del grupo de las fiebres manchadas en bovinos mayor al 50% (32 — 34).

En Colombia, los reportes epidemioldgicos acerca de la incidencia de esta
rickettsiosis son escasos ocasionando que la enfermedad sea poco conocida e
investigada. Hasta el momento no hay datos recientes de la seroprevalencia en
zonas endémicas del pais ni mucho menos se ha detectado la presencia de estos
microorganismos en un vector claramente implicado en su transmision como A.
cajennense. Dada esta situacion en el pais, donde se han venido presentando
brotes de RMSF con altas tasas de mortalidad, es necesario detenerse en este
punto y analizar el comportamiento de las rickettsias del grupo de las fiebres
manchadas en animales centinela y aun mas, detectar su presencia en su vector
mas implicado a lo largo de Latinoamérica, con el fin de crear e implementar
medidas con impacto en salud publica para disminuir la morbilidad y mortalidad
asociada a esta enfermedad infecciosa.




3. MARCO TEORICO Y REFERENTES CONCEPTUALES

3.1. Caracteristicas generales de Rickettsia spp.

El género Rickettsia incluye bacterias de la familia Rickettsiaceae, del orden de los
Rickettsiales, subdivision a de la clase proteobacteria. Son cocobacilos aerobios,
pleomorfos, intracelulares obligados que miden aproximadamente 0.3 — 0.5 ym por
1 — 2 ym, los cuales se reproducen mediante fision binaria en el citoplasma y/o
nucleo de las células eucariotas (11, 35). La pared celular es igual a la de bacterias
Gram negativas ya que que se encuentra formada principalmente por LPS (10), sin
embargo, las rickettsias no se pueden tenidas con la tincion de Gram pero retienen
la fuscina basica cuando se usa la tincion de Gimenez o Giemsa (3).

Con respecto a la taxonomia de las rickettsias, el analisis del gen 16sRNA solo es
util para definir el género. No obstante, para determinar la especie y clasificar los
miembros de este género en el respectivo grupo se ha propuesto analizar otros 4
genes (gltA, OmpB, OmpA y sca4) (4).

En la siguiente tabla (Ver tabla 1) se resumen varias de las caracteristicas
principales del género Rickettsia segun los 4 grupos del género Rickettsia (3):

Tabla N° 1
Distribucién °T éptima de Localizacién | Contenido Tamario
Grupo e Vector o i del
geogréfica crecimiento intracelular GC (%)
genoma
Grupo de las .
fiebres Mundial | Garrapatas 32°C !;'“Cl'e° y 3233 1'2|\/Tb1 .
manchadas ctoplasma
Grupo del Mundial Piojos y 35°C Citoplasma 29 1.1 Mb
tifus pulgas
Garrapatas .
Cinlize Mundial | ,acarosy | 32-35°C Nucleo y 32-33 | 1315
transicional Citoplasma Mb
pulgas
Grupo América Garrapatas 32 -35°C Citoplasma 29 11-15
ancestral Mb

Es importante destacar que los miembros del grupo de las fiebres manchadas y el
transicional tienen la capacidad de polimerizar la actina, lo que les permite entrar al
nucleo de la célula hospedera (célula endotelial). Por el contrario, el grupo del tifus
no posee dicha habilidad, motivo por el cual su localizacion dentro de la célula
huésped esta restringida unicamente al citoplasma (3). Por otro lado, no se ha
reportado que los miembros del grupo ancestral (R. canadienses y R. bellii) sean
patdégenas para los humanos aunque han sido aisladas de garrapatas en paises
como Brasil, Argentina y Peru (36 — 38).

Sin embargo, en las ultimas décadas se ha observado un incremento de nuevas
especies de Rickettsia de patogenicidad desconocida, muchas de ellas aisladas de
garrapatas (39). Algunas de estas especies previamente fueron consideradas no
patdgenas, pero recientemente demostraron que si pueden generar patologias en
humanos como es el caso de R. slovaca, R. aeschlimannii, R. massiliae y R.




monacensis en Europa (39, 40). Estos hallazgos demuestran que cualquier nueva
especie de Rickettsia descrita en garrapatas debe ser considerada potencialmente
patégena para humanos (1).

3.2. Ciclo natural de las garrapatas

Las garrapatas hacen parte de los artropodos vectores de mayor importancia en la
transmision de microorganismos al hombre y los animales (5, 41). Estos artropodos
pertenecen al orden de los Parasitiformes, suborden Ixodida los cuales se dividen
en tres familias: Ixodidae que comprenden a las garrapatas de cuerpo duro,
Argasidae que son garrapatas de cuerpo blando y Nuttallielidae que solo
comprende a una especie, no patdégena para humanos, llamada Nuttalliella
namaqua, la cual solamente se encuentra en algunos paises de Africa como
Tanzania, Namibia y Sudafrica (42). En Latinoamérica, se encuentran 145 especies
de garrapatas divididas en las familias Argasidae (52 especies) e Ixodidae (93
especies). El 55% de las especies de Ixodidae reportadas en Latinoamérica
corresponden al género Amblyomma, el cual es de alta importancia médica (29).

Con respecto al ciclo de vida de las garrapatas, este consiste en tres etapas: las
larvas que salen de los huevos, las ninfas que se desarrollan a partir de las larvas y
finalmente los adultos. De acuerdo con el numero de animales que requieran para
completar su desarrollo las garrapatas se pueden clasificar en tres tipos (43):

v" De un hospedero: Comprenden las garrapatas que pasan desde el estadio de
larva al de adulto sin cambiar de hospedero, abandonandolo solamente
cuando estan ingurgitadas y desprendiéndose de él para depositar sus
huevos en el suelo. De estos huevos saldran las larvas que sufriran una
muda’, se convierten en ninfas y después alcanzan las fases de adulto sobre
el animal infestado. Ejemplo: Boophylus annulatus.

v" De dos hospederos: Son las que cumplen sus fases de larva y de ninfa en un
mismo hospedero y lo abandonan para mudar en el suelo, mudar a estadios
adultos y buscar un segundo hospedero para continuar con su ciclo de vida.
Ejemplo: Rhipicephalus evertsi.

v' De tres hospederos: Estas garrapatas se caracterizan porque siendo larvas,
infestan un hospedero al que abandonan después de alimentarse de su
sangre, se dejan caer al suelo, donde mudan a ninfas y suben a parasitar a
un segundo hospedero, que es nuevamente abandonado y ya en el suelo
pasan a un estadio adulto y vuelven a parasitar a un tercer hospedero.
Ejemplo: Amblyomma cajennense.

! Muda: Transicién de larvas a ninfas y de ninfas a adultos que se lleva a cabo mediante
metamorfosis con pérdida de la cuticula.




3.3. Infeccidn de las garrapatas con rickettsias del grupo de las fiebres
manchadas

Las rickettsias del grupo de las fiebres manchadas son transmitidas por la picadura
de garrapatas de la familia Ixodidae y dependiendo del area geografica se conocen
varias especies que sirven como vectores de estos microorganismos, por ejemplo,
en Estados Unidos los vectores implicados son Dermacentor andersoni (D.
andersoni), Dermacentor variablilis (D. variablilis) y mas recientemente R.
sanguineus (44), mientras que en Latinoamérica las garrapatas mas implicadas son
A. cajennense, A. ovale, A. triste, A. variegatum, A. aureolatum, A. oblongoguttatum,
A. parvum y R. sanguineus (30).

Las garrapatas de la familia Ixodidae tienen una diferencia marcada con otros
artrépodos hematofagos ya que en las células epiteliales que recubren el lumen del
intestino medio se fagocita y digiere la sangre intracelularmente. Varios estudios han
sefalado que este proceso es de suma importancia en la asociacion de las
garrapatas con bacterias intracelulares como las rickettsias, sin embargo, los
mecanismos fisiolégicos que median las interacciones entre estos microorganismos
y los hospederos artropodos aun no se encuentran completamente definidos (45).

En estudios realizados por Niebylski, et al, 1999 (46) se demostr6 que rickettsias del
grupo de las fiebres manchadas como R. rickettsii pueden transmitirse de estadios
inmaduros (larvas y ninfas) al estadio adulto, es decir una transmision transestadio y
de una garrapata a su descendencia lo que se conoce como transmisidn
transovarica. En la mayoria de los casos el paso del microorganismo a un
hospedero vertebrado no es esencial para la superviviencia de la bacteria debido a
que las rickettsias pueden mantenerse por largos periodos de tiempo en la
naturaleza a través de la transmision transestadio y transovarica, esta ultima se ha
descrito que influye en la virulencia de las rickettsias (47). Adicionalmente, otra de
las formas de transmision es la horizontal, en la que un mamifero infectado
desarrolla una rickettsemia que es capaz de infectar otras garrapatas presentes en
el animal (12, 48). Si bien es cierto que dichos mecanismos de transmision logran
mantener a las rickettsias por periodos de tiempo prologados, esta infeccion tiene
consecuencias negativas para el vector, Burgdorfer, et al, 1975 (49) en sus estudios
lograron comprobar que hay una reduccion en la fertilidad de las garrapatas de la
especie D. andersoni, explicando de esta forma la baja prevalencia de garrapatas
infectadas, pudiendo eventualmente matarla lo que conllevaria a su propia extincion.
Existe otro factor, recientemente descrito, que afecta la distribucion de estas
bacterias en las garrapatas que se conoce como interferencia de la rickettsia, este
mecanismo consiste en que la garrapata se infecta con una especie del género
Rickettsia no patégena generando una proteccion contra otras especies como R.
rickettsii, basicamente se produce una competencia entre las bacterias por el
microambiente del vector impidiendo una transmision transovarica (50).

Los principales hospederos de las garrapatas implicadas en la transmisién de estos
microorganismos son animales domésticos, silvestres y aves que pueden ser
infestados por cualquier estadio parasitario de la garrapata (12). En general, las
garrapatas tienen una baja capacidad para desplazarse, motivo por el cual su
dispersion esta ligada al movimiento de animales hospederos, por ende, animales
domésticos como caninos, equinos y bovinos tienen un rol importante en la




epidemiologia de la rickettsiosis del grupo de las fiebres manchadas dado que
pueden llevar garrapatas infectadas al entorno humano convirtiéndolos en
huéspedes accidentales (51, 52).

En el siguiente diagrama (Ver Figura 1) se puede observar con mayor claridad como
es el ciclo de vida de las rickettsias del grupo de las fiebres manchadas, en el cual la
garrapata ingurgitada y adulta puede adquirir la infeccion y transmitirla por la via
transovarica o transestadio, como se menciond anteriormente los tres estadios en el
desarrollo de la garrapata (larva, ninfa y adulto) son potenciales vectores y pueden
transmitir estos microorganismos a sus reservorios. En este modelo, existe un ciclo
urbano en el cual roedores como Rattus rattus podrian servir como reservorios de la
enfermedad. Por otro lado, en el ciclo rural participan caninos, equinos y algunos
marsupiales que pueden actuar como reservorios “amplificadores” para estas
rickettsias, cuyo mecanismo sera explicado mas adelante. Finalmente, cuando el
humano entra en contacto con los vectores (a través de la picadura) por la
convivencia con animales domésticos infectados o exposicion accidental al vector se
adquiere la enfermedad (11, 53).

Figura 1: Ciclo de vida rickettsias del grupo de las fiebres manchadas
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3.4. Patogénesis

Cuando las rickettsias ingresan al huésped humano después de ser inoculadas
desde las glandulas salivales de la garrapata durante su alimentacion (entre 6 y 24
horas continuas de hematofagia), estas bacterias invaden y proliferan mediante
fision binaria en el citoplasma y nucleo de las células endoteliales que recubren los
vasos sanguineos de pequefio y mediano calibre. Ademas, las rickettsias pueden
infectar otras células como monocitos, macréfagos y en menor proporcion a los
hepatocitos (54, 55).

Las rickettsias del grupo de las fiebres manchadas entran a la célula mediante
fagocitosis inducida dado que poseen dos proteinas de membrana externa que son
OmpA (sca 0) y OmpB (sca 5) que junto a las proteinas sca 1, sca 2 y otros
lipopolisacaridos le permiten la adhesion a la célula. Cabe destacar que OmpA,
OmpB, sca 1 y sca 2 pertenecen a una familia de proteinas de membrana externa
denominada “autotransportadoras” las cuales son encontradas en bacterias Gram
negativas (54). OmpB es una proteina que se encuentra presente en todas las
especies del género Rickettsia y actua como ligando para Ku70, una proteina
kinasa localizada en citoplasma y membrana (15, 54, 55). Algunos estudios,
principalmente realizados en rickettsias del grupo de las fiebres manchadas donde
utilizaron como modelo a R. conorii, la interaccion entre Ku70 — OmpB es suficiente
para mediar la internalizacion en células no fagociticas, por ejemplo, las células
endoteliales, puesto que recluta a una ligasa de ubiquitina que es necesaria para
conducir a un rearreglo del citoesqueleto en el sitio de adhesion de la célula (55, 56)
(Ver Figura 2). Una vez dentro de las células, las rickettsias del grupo de las fiebres
manchadas usan enzimas como la fosfolipasa C y la hemolisina C, codificadas por
los genes pld y thyC respectivamente, que lisan la membrana del fagosoma antes
de que se una con el lisosoma y rapidamente escapan al citoplasma de la célula
donde adquiere nutrientes basicos como glutamato, aminoacidos, nucleétidos y ATP
necesarios para su crecimiento mediante la secrecién de factores como el T4SS
(54). Adicionalmente, en el citoplasma la bacteria expresa la proteina sca 2 o
también llamada RickA que recluta al complejo Arp2/3 que se encarga de
polimerizar los filamentos de actina y permitir su movimiento a lo largo de las células
endoteliales adyacentes generando una vasculitis, asi como influir en la entrada al
nucleo donde se pueden dividir mediante fision binaria (10, 54, 55). Este movimiento
basado en la polimerizacion de la actina se da a una velocidad de 4.8 um/minuto,
dicha diseminacion rapida hace que las rickettsias del grupo de las fiebres
manchadas rara vez se acumulen en una misma célula, siguiendo un patrén de
infeccion similar al usado por bacterias como Shigella y Listeria (10, 57).

Luego de que las células endoteliales han sido infectadas se producen grandes
cantidades de citocinas pro — inflamatorias como IL-1, IL-3, IL-5, IL-6, IL-8, IL-11, IL-
14, IL-15, TNF-a, prostaglandinas, IFN-y, GM-CSF, PDGF, M-CSF e ICAM-1.
Existen dos citocinas que son bactericidas para las rickettsias, estas son el TNF-a y
el IFN-y dado que estimulan la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)
aunque también favorezcan el dafio endotelial (11, 54, 58).




Figura 2: Mecanismo de entrada de las rickettsias del grupo de las fiebres
manchadas a las células endoteliales.
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Posteriormente, se da inicio a la respuesta inmune adaptativa en donde hay un
predominio de la respuesta mediada por LTh1, es decir, se produce una respuesta
de tipo celular en donde hay un incremento en TNF-a y IFN-y producido por dichos
linfocitos y células NK, asi mismo se favorece la activaciéon de LTCD8 citotdxicos
necesarios para obtener una oOptima respuesta inmune contra las rickettsias. Con
respecto a la respuesta humoral o Th2, esta se genera por la presentacion de
antigenos provenientes de las proteinas OmpA y OmpB a los linfocitos B. Los
anticuerpos producidos contra estos dos antigenos son muy importantes dado que
generan una proteccion en casos de reinfeccidén y contribuyen a la eliminacién de
las rickettsias en el periodo de convalecencia de la enfermedad (58). Sin embargo,
también se producen anticuerpos contra antigenos timo independientes como el
lipopolisacarido (LPS), estos anticuerpos son no protectores contra la infeccidon y
generan reaccion cruzada entre rickettsias del grupo de las fiebres manchadas (10).
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3.4.1. Manifestaciones clinicas de la RMSF

La expansién de la vasculitis provocada por las rickettsias del grupo de las fiebres
manchadas, en especial por R. rickettsii, conlleva a la generacion de pequefas
hemorragias, aumento de la permeabilidad vascular, edema, activacion de la
cascada de la coagulacion y de los mecanismos humorales de la inflamacion (54).
La extravasacion de plasma a 6rganos vitales como el cerebro o los pulmones es de
pésimo pronodstico dado que carecen de vasos linfaticos para remover el liquido
intersticial. Por otro lado, las plaquetas se consumen localmente dado al estado
procoagulante que se genera por la activacion de la cascada de la coagulacion, sin
embargo, la coagulacion intravascular diseminada (CID) es un fenébmeno raro en los
pacientes con rickettsiosis (15).

La RMSF presenta un periodo de incubacion entre 2 — 14 dias después de la
mordedura de la garrapata con una media de 7 dias. Es importante destacar que
solamente un 40% de los pacientes recuerda haber sido picados por alguna
garrapata. En la fase aguda se presentan sintomas inespecificos como fiebre
(>38°C), cefalea, malestar general, mialgias, artralgias, anorexia, vomito, fotofobia y
astenia simulando una infeccion virica (9). Durante los primeros 3 dias la triada
clasica de la enfermedad (fiebre, cefalea y rash) se suele observar en el 3% de los
pacientes pero aumenta hasta un 60 — 70% en los dias 7 — 10 después del
comienzo de los sintomas (5). El rash o exantema inicia en las mufiecas y tobillos
como lesiones maculares eritematosas no pruriginosas las cuales se pueden
diseminar alcanzando las extremidades y el tronco. En esta fase, el exantema suele
ser maculopapular asociado a petequias aunque un 10% de los pacientes nunca lo
desarrollan. El continuo dafo del tejido y la piel causado por R. rickettsii puede
resultar en una necrosis y gangrena en las extremidades requiriendo la amputacion
de las mismas. Adicionalmente, los pacientes con casos severos de RMSF pueden
presentar manifestaciones cardiacas, gastrointestinales, pulmonares, oculares,
renales y neurologicas (9). Las tasas de letalidad de esta enfermedad estan entre el
23 — 85% en la era pre — antibidtica y del 5% con un tratamiento antibidtico
adecuado (5, 9).

Uno de los mayores problemas clinicos de la rickettsiosis del grupo de las fiebres
manchadas es que las manifestaciones en la fase temprana son similares a las de la
influenza, dengue, fiebre amarilla, entre otros, y las presentaciones clasicas de la
enfermedad (triada clinica) no son tan frecuentes (15). Estas enfermedades no se
diagnostican, no solo por la carencia en tecnologia para el analisis de laboratorio
sino, también, por la ausencia de la sospecha clinica asociada a la falta de
conocimiento del personal médico y la formulacion de tratamiento empirico fuera del
contexto médico (16). La ausencia de la sospecha clinica se debe, en parte, a la
presentacion no especifica de la enfermedad. Ademas, la inexistencia de la erupcién
cutdnea en muchos casos, la presencia de otros sintomas como vomito y diarrea, y
la carencia de historia de exposicion a las garrapatas contribuyen a que esta
enfermedad sea poco conocida y por ende subdiagnosticada, motivo por el cual es
importante determinar su incidencia en la poblacion de areas endémicas de
Colombia.
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3.5. Papel de los animales en la transmision de rickettsias del grupo de
las fiebres manchadas

En animales como los caninos, la RMSF es una enfermedad potencialmente fatal en
especial si es causada por R. rickettsii en perros menores a 3 afios (59). Al igual que
en los humanos, estas bacterias tienen tropismo por las células endoteliales de
pequefias arterias y vénulas generando una vasculitis necrosante, ademas pueden
aparecer sintomas neuroldgicos, descarga ocular bilateral, edema conjuntival,
anorexia, fiebre y letargia que pueden conllevar a la muerte del animal en cuestion
de dias (59, 60). Dado que estos animales son susceptibles a esta enfermedad y
son comunmente parasitados por garrapatas como R. sanguineus y A. cajennense
la determinacién de la seroprevalencia de rickettsias del grupo de las fiebres
manchadas en estos animales contribuye a obtener informacion sobre las zonas de
alto riesgo para poblaciones humanas (61). Melo, et al, 2011 (62) determinaron
factores de riesgo asociados a la infeccion de caninos por parte de rickettsias del
grupo de las fiebres manchadas, entre estos se encuentran: vivir en areas rurales,
ser utilizados para caceria y la infestacion por A. cajennense. En el caso de equinos
y bovinos con RMSF estos animales suelen presentar fiebre, pérdida de apetito,
fatiga, abortos, bacteriemia por aproximadamente 1 semana y, en el caso de
bovinos, disminucién en la produccién de leche. Sin embargo, es muy raro que la
RMSF sea letal para estos animales (63, 64). Sangioni et al, 2005 (52) recalcan la
importancia de los equinos en la transmision de vectores infectados con rickettsias a
otros mamiferos tales como caninos, bovinos y humanos. Ademas, los equinos son
hospederos primarios para A. cajennense y son parasitados por todos los estadios
de la garrapata, por ende, son muy utiles en el monitoreo de rickettsias del grupo de
las fiebres manchadas.

Aunque la garrapata es considerada el principal reservorio para R. rickettsii dado
que la puede transmitir de forma transovarica y transestadio, y debido a la
capacidad patogénica de la bacteria que explica la baja prevalencia de garrapatas
infectadas, se ha hecho necesario estimar la presencia de los llamados reservorios
“amplificadores”. Estos “amplificadores” suelen ser mamiferos que son susceptibles
a la infeccion por R. rickettsii y son susceptibles a la infestacién por garrapatas
implicadas en la transmisién de la bacteria ayudando asi a su diseminaciéon en
zonas endémicas (11). Labruna, 2009 (12) describe cinco caracteristicas que son
necesarias para considerar a algun mamifero como amplificador. Estas
caracteristicas son:

Tiene que ser abundante en zonas donde R. rickettsii es endémico.

Tiene que ser un hospedero primario para la garrapata.

Tiene que ser susceptible a la infeccidén por R. rickettsii.

Una vez infectado por R. rickettsii debe desarrollar una rickettsemia suficiente
para infectar a otras garrapatas comensales.

Debe tener una alta tasa de reproduccion que permita la disponibilidad casi
permanente de un abundante numero de animales susceptibles a la infeccion
aguda.

En paises como Estados Unidos, se ha identificado a Microtus pennsylvanicus como
un amplificador eficiente para R. rickettsii ya que es abundante en las zonas
endémicas para este microorganismo, adicionalmente, es un hospedero primario
para D. variablilis y desarrolla una rickettsemia ente 6 — 8 dias posterior a la
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infeccion la cual es capaz de infectar al 100% de las garrapatas comensales. En
Brasil, se han identificado dos animales que actian como amplificadores, los
chiguiros y las zarigueyas. Estos animales son endémicos en estados como Sao
Paulo y Minas Gerais, ademas son hospederos primarios para A. cajennense
desarrollando una rickettsemia por varias semanas que es capaz de infectar entre el
20 — 25% de las formas inmaduras de la garrapata (12). En Colombia, aun no se
han realizado estudios para identificar animales amplificadores en zonas endémicas.

3.6. Diagnaostico
3.6.1. Serologia

Los métodos seroldgicos son los mas usados para el diagnostico de rickettsiosis
dada su facilidad. Actualmente la inmunofluorescencia indirecta (IFl) es aceptada
como el método de referencia para el diagndstico y se usa para evaluar titulos de
IgM e IgG en sueros convalecientes (65). Para considerar que una persona ha
tenido contacto con especies del género Rickettsia se tiene como punto de corte
para IgG de 1:64, mientras que para IgM es de 1:32. IgM e IgG se pueden detectar
7 a 15 dias después del comienzo de la enfermedad (65). Si el paciente sobrevive a
la infeccion por rickettsias se genera una buena respuesta inmune que confiere
proteccion de por vida, razon por la cual una sola mediciébn de anticuerpos no
proporciona ninguna informacion sobre el momento de la infeccion, por tal motivo es
necesario realizar el analisis de dos muestras pareadas, es decir, una muestra de la
fase aguda y otra de la fase convaleciente (después de 15 dias y antes de dos
meses), donde se esperaria encontrar un aumento de por lo menos 4 titulos para
afirmar que si se cursa por una infeccion (66).

Si bien es cierto que la IFl es el gold estandar, hay un inconveniente en la
interpretacion de los resultados obtenidos mediante este método dado que existe
una reactividad entre especies de Rickettsia, especialmente entre el grupo de las
fiebres manchadas y en menor medida con rickettsias del grupo del tifus que se
debe a los anticuerpos contra el LPS que se producen en la respuesta inmune
humoral contra estos microorganismos, motivo por el cual la evaluacion de un solo
antigeno no permite una conclusion definitiva del agente causal (10, 65) En las
ultimas décadas se ha presentado un gran incremento de nuevas especies de
rickettsias de patogenicidad desconocida, de las cuales la mayoria han sido aisladas
de garrapatas, por ejemplo, Rickettsia amblyommii, la cual tiene reaccion cruzada
con especies del grupo de las fiebres manchadas (36). Para solucionar dicho
inconveniente, el grupo especializado en rickettsias de Marsella (Francia) desarrollo
un procedimiento estandar denominado inmunoabsorcién cruzada asociado al
Western Blot, en donde se evaluan varios antigenos y de esta forma determinar con
mayor exactitud el patdégeno implicado y evitar falsos positivos, sin embargo, esta
técnica solamente se aplica en laboratorios de referencia ya que, a pesar de ser un
procedimiento sencillo, es costoso y se requiere de cultivos de varias especies de
Rickettsia para poder ser realizado (65, 66). Existen otras pruebas que permiten la
deteccién de anticuerpos contra Rickettsia spp., por ejemplo, ELISA, fijacién de
complemento, aglutinacion en latex, entre otras (67).
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3.6.2. Cultivo

El aislamiento de la Rickettsia es de gran importancia dado que la ultima meta
diagndstica es recuperar el patégeno del vector o del paciente. Como estos
microorganismos son estrictamente intracelulares al tefiirlos con la técnica de
Gimenez retienen la fuscina basica y se pueden visualizar. Las rickettsias pueden
crecer in vitro en cultivos celulares (células Vero, L929, HEL, MRC5) los cuales
deben ser manipulados en laboratorios con nivel 3 de bioseguridad. Estas bacterias
pueden ser aisladas de muestras tales como sangre, biopsias de piel (escara de
inoculacién) y artropodos como las garrapatas (3, 65).

3.6.3. Biologia molecular

Los métodos moleculares basados en PCR tienen una sensibilidad y especificidad
elevada permitiendo identificar rapidamente la presencia de la bacteria en sangre,
biopsias de piel y las garrapatas ya que se buscan genes especificos para Rickettsia
spp. (65). Santibafiez et al, 2012 (68) evaluaron la eficiencia de los métodos de PCR
que amplifican DNA de Rickettsia spp. a partir de muestras clinicas tales como
sangre con EDTA, biopsias de piel y garrapatas de varios pacientes con rickettsiosis
en fase aguda, ellos realizaron PCR sencillas (16s rRNA, gltA extremo 5' y htrA) y
PCR secuenciales, es decir, anidadas o semianidadas para OmpB, gItA region
central y OmpA, donde demostraron que estos métodos si son realmente utiles para
el diagnostico de rickettsiosis, especialmente las PCR secuenciales para OmpB,
gltA y OmpA. Adicionalmente, indican que la PCR para OmpB es efectiva para la
realizacion de un primer screening y permite detectar un gran porcentaje de
muestras positivas, la PCR para OmpA es la mas fiable para implicar a una especie
de Rickettsia en patologia humana. No obstante, la epidemiologia, los sintomas
clinicos y el vector deben ser valorados para el diagndstico de la rickettsiosis.

3.7. Caracteristicas de Amblyomma cajennense

En Latinoamérica se han descrito 93 especies de garrapatas pertenecientes a la
familia Ixodidae, el 55% (51 especies) de esta familia corresponde al género
Amblyomma, el cual tiene gran importancia médica. Hay cuatro especies de
Amblyomma (A. cajennense, A. oblongoguttatum, A. ovale y A. triste) que son
reconocidas como vectores potenciales de enfermedades rickettsiales (29).

A. cajennense posee ciertas caracteristicas morfologicas que son bastante utiles
para su identificacion mediante el uso de claves taxondomicas (Figura 3). Por
ejemplo, esta especie tiene los palpos largos comparados con otras especies. El
escudo es generalmente ornamentado, presentan ojos y festones. La base del
capitulo es de forma variable, en general subtriangular o subrectangular
dorsalmente. Las placas adanales estan ausentes en el macho, pero son pequenas
las placas ventrales, pueden estar presentes en frente de los festones. Los escudos
ventrales pueden estar presentes y extenderse mas alla del margen posterior de los
festones de los machos. Las placas estigmaticas son subtriangulares o en forma de
coma (69). (Figura 4). Adicionalmente, Matrtins, et al, 2010 (70) realizaron nuevas
claves taxonomicas para la identificacion de estadios inmaduros de la garrapata
facilitando aun mas su deteccién en hospederos mamiferos.
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Figura 3: Estadios de A. cajennense
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Aunque constantemente se desarrollan nuevas y sofisticadas herramientas para la
deteccién, identificacion y control de patdégenos transmitidos por garrapatas, la
biologia, ecologia y distribucién de los vectores no estd claramente definida. A.
cajennense es una garrapata que, a pesar de su abundancia y actividad como
vector de diversos patégenos humanos y animales, no tiene una caracterizacion
ecologica completamente definida en varios paises donde se ha visto involucrada en
la transmisién de rickettsias del grupo de las fiebres manchadas como Colombia.
Sin embargo, Brasil es el unico pais latinoamericano que ha realizado estudios
sobre la dinamica estacional de esta garrapata (71, 72). Esta garrapata esta
geograficamente distribuida en el continente americano, desde el sur de los Estados
Unidos hasta el norte de Argentina, ademas se ha encontrado en las islas del Caribe
(Cuba, Antillas, Bahamas, Trinidad y Tobago, entre otras) (13).

A. cajennense es una garrapata de tres hospederos la cual infesta principalmente a
equinos y chiguiros. Sin embargo, debido a su baja especificidad de hospedero,
especialmente durante sus fases inmaduras, puede infestar adicionalmente a
caninos, bovinos, aves, roedores pequenos y humanos (12, 13). Se ha descrito que
este artrépodo actua como vector de Ehrlichia ruminantium, patégeno responsable
de la enfermedad de Heartwater en rumiantes de Africa. Adicionalmente, A.
cajennense es el vector de R. rickettsii, R. amblyommii, entre otras, en Argentina,
Brasil, Colombia, México, Panama y Costa Rica (71).
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3.7.1. Preferencias ecoldgicas de Amblyomma cajennense

En el sur de Estados Unidos y Centroamérica, se ha encontrado que A. cajennense
tiene preferencia por dos areas ecoldgicas bien definidas. Una de estas areas se
encuentra entre 0 — 1000 msnm, con una temperatura anual promedio de de 16°C
(rango entre 13 — 26°C). La segunda area se encuentra entre 800 — 1500 msnm,
con un rango de temperatura entre 13 — 24°C (71).

En Latinoamérica, Brasil es el unico pais que ha hecho estudios sobre la
caracterizacion ecoldgica de esta garrapata. Szabo, et al, 2007 (72), indican que la
maxima poblacion de adultos se observa en el verano y la primavera (Marzo y
Octubre respectivamente), las ninfas presentaron el pico mas alto durante el
invierno (Julio), mientras que las larvas tienen su pico mas alto en otofio e invierno
(Abril y Julio respectivamente), sin embargo, las larvas no suelen encontrarse
durante la primavera o el verano.

Por otro lado, desde que se empezo6 a discutir el tema del cambio climatico y su
relacion con la salud humana y animal, se ha afiirmado que las enfermedades
transmitidas por artropodos son las mas sensibles a este fendbmeno. Se ha
considerado que la respuesta de estos vectores a las variaciones en el clima no es
lineal, por lo tanto, el incremento en la temperatura puede aumentar hasta diez
veces la poblaciéon de determinado artropodo, por ejemplo, garrapatas del género
Amblyomma y Dermacentor implicadas en la transmision de rickettsias del grupo de
las fiebres manchadas (73). Este fendmeno conlleva a un aumento de las tasas de
supervivencia y de la distribucion de vectores lo cual aumenta su disponibilidad en
determinadas zonas, induce una mayor duracion e intensidad del patrén temporal de
actividad del vector a través del afno y finalmente un incremento de las tasas de
desarrollo y reproduccion del patégeno dentro del vector (74, 75).

Finalmente, en Colombia se ha considerado que la clasificacién para la RMSF es de
enfermedad desatendida aunque se considere de caracter emergente y/o re-
emergente ya que el agente etioldgico ha permanecido endémico en zonas donde
nuevos casos se han registrado, por ejemplo, el municipio de Villeta (Cundinamarca)
donde se ha confirmado la circulacién de rickettsias del grupo de las fiebres
manchadas por medio de estudios serologicos y donde la convivencia con otros
microorganismos causales de sindromes febriles agudos, como el dengue, hacen
mas probable el subdiagnéstico (76). Por tal motivo, es necesario evaluar la
situacion actual de esta zoonosis en Villeta y buscar especies del género Rickettsia
en uno de sus vectores mas implicados en Latinoameérica con el fin de contribuir al
establecimiento de las caracteristicas eco epidemioldgicas de la enfermedad con el
fin de implementar politicas de salud publica para disminuir la morbimortalidad de
esta enfermedad infecciosa en el pais.
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4. OBJETIVO

4.1. Objetivo general

Determinar la presencia de anticuerpos de clase IgG contra rickettsias del grupo de
las fiebres manchadas en muestras de suero de diferentes mamiferos y
amplificacion por la técnica de PCR de genes especificos para Rickettsia spp. a
partir de muestras de garrapatas del municipio de Villeta, Cundinamarca.

4.2. Objetivos especificos

4.2.1. Determinar la seroprevalencia de rickettsias del grupo de las fiebres
manchadas en equinos, caninos y bovinos provenientes del municipio de
Villeta.

4.2.2. Determinar la incidencia de casos de rickettsiosis del grupo de las fiebres
manchadas en pacientes con sindromes febriles que ingresaron entre
Enero 2012 y Enero 2013 al hospital de Villeta.

4.2.3. Determinar la tasa de infeccion minima de Rickettsia spp. en muestras de
A. cajennense recolectadas en el municipio de Villeta.
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5. METODOLOGIA

5.1. Disefio del estudio

El presente estudio es de caracter investigativo, de finalidad descriptiva y corte
transversal para la deteccion de anticuerpos de isotipo IgG en suero de diferentes
mamiferos y busqueda de genes especificos de Rickettsia spp. en garrapatas de la
especie A. cajennense recolectadas en el municipio de Villeta, Cundinamarca.

5.2. Areade estudio

El area de estudio esta localizada en Villeta, Cundinamarca, Colombia, (5°0’53”N,
74°28'29'W) el cual esta ubicado sobre la cordillera Oriental y tiene una extension
de 114 Km?. Este municipio se encuentra a 862 msnm vy tiene una temperatura
promedio anual de 26°C con una humedad relativa entre 80 — 97%. De acuerdo a
las proyecciones de poblacion realizadas por el Departamento Administrativo
Nacional de Estadistica (DANE) se estim6 que el total de la poblacién en el ano
2012 es de 24870 personas distribuidas en 22 veredas (9056) y 1 cabecera
municipal (15814).

5.3. Poblacién y muestra

La poblacion de estudio fueron muestras de suero de humanos, equinos, caninos y
bovinos, asi como garrapatas de la especie A. cajennense provenientes del
municipio de Villeta, Cundinamarca, de un proyecto titulado “Caracterizaciéon de los
factores climaticos y ecologicos de una especie de garrapata y su relacidén con la
epidemiologia de la rickettsiosis en un area endémica” en conjunto con la
Universidad Nacional de Colombia y University of Texas Medical Branch.

5.3.1. Recoleccion de sueros de equinos, caninos y bovinos

En el municipio de Villeta se realiz6 un muestreo por conveniencia para obtener
sueros de equinos, caninos y bovinos en el mes de Diciembre del 2011. Se obtuvo
un total de 74 sueros de equinos, 118 sueros de caninos y 62 sueros de bovinos.

5.3.2. Recoleccion de sueros de humanos

Se recolectaron muestras de suero entre Enero del 2012 a Enero 2013 de pacientes
que ingresaban al Hospital Salazar de Villeta con sindromes febriles agudos. Se
utiliz6 como definicion de caso probable todo paciente proveniente del municipio de
Villeta con fiebre mayor o igual a 38°C, acompafado de cefalea, escalofrio, malestar
general, mialgias, artralgias, mareo, astenia, anorexia, nauseas, vomito, dolor
abdominal, diarrea y/o con dificultad respiratoria. A los pacientes que cumplian la
definicion de caso, en el momento de su ingreso (fase aguda) se les tomd una
muestra de sangre, en tubo tapa roja para obtener el suero, y en un periodo
después de 15 dias y antes de 2 meses se les tom6 una nueva muestra (fase
convaleciente) con el fin de observar un aumento de titulos. Sin embargo, por
diferentes razones, muchos pacientes no accedian a la segunda muestra, motivo
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por el cual eran excluidos del estudio. Al final de este periodo se recolectaron un
total de 91 sueros pareados.

5.3.3. Recoleccidn de garrapatas (A. cajennense) del municipio de Villeta

Se decidié estudiar a A. cajennense dado que en resultados previos del proyecto
titulado “Caracterizacion de los factores climaticos y ecoldgicos de una especie de
garrapata y su relacibn con la epidemiologia de la rickettsiosis en un area
endémica”’, en el cual estda enmarcado este trabajo, se encontr6 una mayor
prevalencia de Rickettsia spp. en esta garrapata en comparacion de otras especies
analizadas, por ejemplo, R. sanguineus, Ixodes spp, Dermacentor nitens, entre
otras.

Actualmente, las garrapatas de la especie A. cajennense, provenientes del
municipio de Villeta, se estan recolectando mensualmente desde Octubre del 2012
hasta Octubre del 2013 con el fin de establecer la dinamica estacional de la misma 'y
correlacionarlo con la epidemiologia de la rickettsiosis en dicha zona endémica.

Las garrapatas que se analizaron fueron las recolectadas del mes de Octubre de
2012 ya que fue el mes en el que mas pacientes ingresaron al hospital Salazar de
Villeta por presentar sindromes febriles agudos. En total se recolectaron 1273
garrapatas de la especie A. cajennense.

5.3.4. Definiciéon de variables

El estudio evaludé la prevalencia de anticuerpos IgG en muestras de diferentes
mamiferos (equinos, caninos y bovinos), incidencia de casos de rickettsiosis en el
periodo anteriormente mencionado y la tasa minima de infeccion de Rickettsia spp
en garrapatas provenientes del municipio de Villeta (Cundinamarca). De acuerdo a
esto se definieron las siguientes variables relacionadas en las tablas 2 — 4.

Tabla N° 2: Anédlisis de seroprevalencia en hospederos mamiferos

Variable Unidad de medicion Clasificacion
Dependiente:
Deteccion de IgG contra Titulos Variable continua
rickettsias del grupo de las dependiente, cuantitativa

fiebres manchadas.

Independiente:
Fuente de la muestra:
Suero de equinos,
caninos, y bovinos

Variable discreta
Tipo de animal independiente, cualitativa,
nominal
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Tabla N° 3: Evaluacion de la incidencia de rickettsiosis del grupo de las fiebres
manchadas en pacientes con sindromes febriles en Villeta (Cundinamarca).

Variable Unidad de medicion Clasificacion
Dependiente:
Deteccion de 1gG contra Titulos Variable continua
rickettsias del grupo de las dependiente, cuantitativa

fiebres manchadas.

Independiente:
Fuente de la muestra: Numero
Suero de humanos

Variable discreta
independiente, cualitativa

Tabla N° 4: Determinacién de la tasa minima de infeccion de Rickettsia spp. en
muestras de garrapata

Variable Unidad de medicién Clasificacion
Pres[e)ﬁgiear/]:gg:]i;a de Presencia / Ausencia Variable discreta,
Rickettsia spp mediante PCR dependiente, cualitativa.
Independiente:
Muestra: Pool’'s de NUmero Variable discreta,
garrapatas (Amblyomma independiente, cualitativa.
cajennense)

5.4. Procedimiento

5.4.1. Titulacion de 1gG contra rickettsias del grupo de las fiebres
manchadas en sueros de hospederos mamiferos

Se realizo la titulacion de IgG contra rickettsias del grupo de las fiebres manchadas
en sueros de hospederos mamiferos de acuerdo al protocolo descrito por Walker, et
al, 1988 (77, 78) para la identificacion de rickettsias mediante inmunofluorescencia
indirecta (IFI) (Ver Anexo 1).

Se definié el titulo de trabajo de los conjugados Anti - Horse®, Anti — Dog®, Anti —
Cow® y Anti — Human® (Jackson InmunoResearch). Para esto, se utilizaron laminas
sensibilizadas utilizando como antigeno a R. rickettsii cepa Taigcu. En cada pozo de
la ldmina se colocd 20 pL de suero control positivo de equinos, caninos, bovinos y
humanos, segun corresponda. Posteriormente, se realizaron diluciones seriadas del
respectivo conjugado a partir de 1:50 hasta 1:1600 para definir el titulo en el cual se
observaba una fluorescencia 6ptima para trabajar.

En el caso de la deteccion de IgG contra rickettsias del grupo de las fiebres
manchadas en animales se utilizé unicamente antigeno de R. rickettsii cepa Taigu.
Para la deteccion de los casos de esta rickettsiosis en humanos se utilizaron dos
antigenos: R. rickettsii cepa Taigu y R. amblyommii. Para ambos casos se
establecido como punto de corte 1:64 y luego se determiné el titulo maximo mediante
diluciones seriadas.
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5.4.2. Preparacién de grupos (pools) de garrapatas

A partir de las 1273 garrapatas de la especie A. cajennense se procedié a realizar
los pools de trabajo correspondientes.

Debido a que las garrapatas son almacenadas en tubos de 1.5 mL, marca
Eppendorf, con alcohol al 70%, antes de formar los pools se evaporé el alcohol
colocandolas en bafio Maria a 86°C por 20 minutos. Posteriormente se formaron los
pools de trabajo teniendo en cuenta los siguientes criterios:

v" Deben ser del mismo hospedero.
v' Deben ser de la misma especie.
v" Deben ser del mismo estadio.

Una vez formados, se colocaron las garrapatas en tubos 1.5 mL, marca Eppendorf,
con 40 uL de PBS (Buffer Fosfato Salino) 1X, los cuales se almacenaron a — 20°C
hasta el momento de su procesamiento.

5.4.3. Extraccion y cuantificacion de DNA

A partir de los pools formados se realizé la extraccion de DNA siguiendo las
indicaciones del protocolo del estuche comercial DNeasy Blood and Tissue® de la
marca Qiagen. Sin embargo, a este protocolo se le hizo una modificacidén ya que se
sustituyo el “Tissue Lisis Buffer”, la proteinasa K y el “Binding Buffer” por la adicién
de DNAZzol.

Luego de extraido el DNA se procedié a cuantificarlo mediante NanoDrop. EI DNA
fue conservado a — 20°C hasta el momento de su procesamiento. (Ver Anexo 2).

5.4.4. PCR para la deteccidon de Rickettsia spp.

La amplificacion de los genes 16sRNA de garrapata y OmpB se realiz6 usando
primers y condiciones citadas por la literatura (Ver Tabla 5).

El gen 16sRNA de garrapata se usa como control de inhibicion de PCR debido a
que ciertos componentes intrinsecos de este artropodo pueden llegar a inhibir la
reaccion, por ejemplo, la quitina, sangre, entre otros. Posteriormente, a los pools
que fueron positivos se les realizé la amplificacion de OmpB que corresponde al gen
que codifica para la proteina de membrana del mismo nombre, la cual esta presente
en todas las especies del género Rickettsia.
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Tabla N° 5

PRIMERS USADOS

Gen Referencia Primer Forward / Reverse JElee
esperado (pb)
Black, et al, CCGGTCTGAACTCAGATCAAGT
16sRNA 1994 (79) | GCTCAATGATTTTTTAAATTGCTGT 460 pb
OmbB Roux, et al, CCGCAGGGTTGGTAACTGC 862 ob
P 2000 (80) CCTTTTAGATTACCGCCTAA P

5.4.5. Anélisis de datos

Los datos obtenidos de seroprevalencia de rickettsias del grupo de las fiebres
manchadas en animales se compararon con estudios realizados en afos anteriores
en la misma zona.

Para la determinacion de la incidencia de esta rickettsiosis en humanos entre Enero
2012 y Enero 2013 se aplicé la siguiente férmula:

Incidencia = Numero de casos nuevos para rickettsiosis 10000
nelaencia = Total de la poblacion de Villeta entre Enero 2012 — Enero 2013 X

Adicionalmente, se tuvo en cuenta factores sociodemograficos tales como género,
edad, zona de residencia (urbana o rural) para establecer asociaciones entre estos
factores y la RMSF.

Por otro lado, ya que se formaron grupos o pools de trabajo y no se evaluaron las
garrapatas individuales, se estimo la tasa de infeccion minima (MIR) de Rickettsia
spp. en garrapatas de la especie A. cajennense provenientes del municipio de
Villeta mediante la siguiente férmula:

Numero de pools positivos
MIR (%) = , - x 100
Numero de garrapatas incluidas en todos los pools

El MIR indica que en los pools positivos para Rickettsia spp. hay al menos 1
garrapata infectada (81).

Finalmente, se obtuvieron datos de varios factores climaticos correspondientes al
municipio de Villeta (Cundinamarca), los cuales fueron proporcionados por el IDEAM
y los resultados parciales sobre la dinamica estacional de A. cajennense en los
meses de Octubre del 2012 a Febrero del 2013 en dicho municipio, debido a que
son los meses en los cuales ya se tienen clasificadas taxondmicamente las
garrapatas, con el fin de relacionar las caracteristicas y preferencias ecolédgicas de
la garrapata con la epidemiologia de la rickettsiosis del grupo de las fiebres
manchadas en el municipio de Villeta (Cundinamarca).
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6. RESULTADOS

6.1. Seroprevalencia de rickettsias del grupo de las fiebres manchadas
en equinos, caninos y bovinos provenientes del municipio de Villeta
(Cundinamarca)

Inicialmente, se definio el titulo éptimo de trabajo para cada uno de los conjugados
utilizados.

El titulo de trabajo del Anti - Horse® fue de 1:200, mientras que para el Anti — Dog® y
Anti — Cow® fue de 1:1600, y el Anti — Human® fue de 1:400.

6.1.1. Seroprevalencia de rickettsias del grupo de las fiebres manchadas
en equinos

De un total de 74 sueros de equinos recolectados de 18 veredas y la cabecera
municipal del municipio de Villeta, se detectaron titulos de IgG contra R. rickettsii en
25 (33.7%) muestras.

Adicionalmente, de las 25 muestras positivas 13 (52%) presentaron como titulo
maximo 1:64, 8 (32%) presentaron como titulo maximo 1:128 y 1 (4%) para titulos
de 1:256, 1:512, 1:4096 y 1:8192. (Ver Anexo 3).

6.1.2. Seroprevalencia de rickettsias del grupo de las fiebres manchadas
en caninos

De un total de 118 sueros de caninos recolectados en las 22 veredas y la cabecera
municipal del municipio de Villeta, se detectaron titulos de IgG contra R. rickettsii en
17 (14.4%) muestras.

De las 17 muestras positivas, 13 (76.4%) presentaron como titulo maximo 1:64, 1
(5.8%) para titulos de 1:512 y 1:4096, 2 (11.7%) presentaron como titulo maximo
1:8192. (Ver Anexo 4).

6.1.3. Seroprevalencia de rickettsias del grupo de las fiebres manchadas
en bovinos

De un total de 62 sueros de bovinos recolectados en 14 veredas del municipio de
Villeta, se detectaron titulos contra R. rickettsii en 31 (50%) de las muestras.

De las 31 muestras positivas, 29 (93.5%) presentaron un titulo maximo de 1:64, 2
(6.4%) presentaron un titulo maximo de 1:128. (Ver Anexo 5).
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6.2. Incidencia de la rickettsiosis del grupo de las fiebres manchadas en
humanos entre Enero del 2012 — Enero del 2013.

La incidencia de casos humanos de rickettsiosis del grupo de las fiebres manchadas
fue determinada a partir de los pacientes que ingresaron al hospital Salazar de
Villeta con cuadros febriles entre Enero del 2012 — Enero del 2013. En total se
recibieron 302 pacientes en este periodo, pero solamente se recolectaron 91 sueros
pareados (Ver Grafica 1). El analisis para confirmar los casos de rickettsiosis del
grupo de las fiebres manchadas se determind mediante IFI, donde los antigenos
utilizados fueron R. rickettsii y R. amblyommii.
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Gréfica N° 1: Casos con sindrome febril agudo que ingresaron al Hospital Salazar
de Villeta entre Enero 2012 — Enero 2013.

De los 91 sueros recolectados, 46 (50.5%) correspondian a mujeres, 45 (49.5%)
correspondian a hombres. La edad minima fue de 5 meses, edad maxima fue 73
afnos, con una media de 20.4 afios y una dispersion absoluta de 16.7 afios. Con
respecto a la zona de residencia, 64 pacientes (70.3%) vivian en areas urbanas, 25
pacientes (27.5%) vivian en areas rurales. De 2 (2.2%) pacientes no se obtuvo
datos sobre su zona de residencia.

Los casos de rickettsiosis del grupo de las fiebres manchadas fueron 14 (8 R.
rickettsii y 6 R. amblyommii) (Ver Tabla 6).

La incidencia de esta rickettsiosis en el periodo anteriormente mencionado fue de
5.6 casos por cada 10000 habitantes en el periodo comprendido entre Enero del
2012 y Enero del 2013.
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Tabla N° 6

DISTRIBUCION DE LOS FACTORES SOCIODEMOGRAFICOS

Total R. rickettsii > 1:64 R. amblyommii > 1:64
n % n % n %
Todos 91 100 8 8.79 6 6.59
Género
Femenino 46 50.5 7 15.2 3 6.5
Masculino 45 49.5 1 22.2 3 6.5
Edad (afios)
<9 28 30.8 3 10.7 0 0
10-18 26 28.5 0 0 2 7.7
19 - 27 11 12.1 1 9.1 1 9.1
28 — 36 11 12.1 2 18.1 1 9.1
37 —45 9 9.9 1 11.1 1 11.1
46 — 54 2 2.2 0 0 0 0
55 -63 1 1.1 1 100 0 0
64 —72 2 2.2 0 0 0 0
>73 1 1.1 0 0 1 100
Area de residencia
Urbana 64 70.3 7 11 3 4.7
Rural 25 27.5 1 4 2 8
No dato 2 2.2 0 0 1 50

Los titulos de IgG contra R. rickettsii y R. amblyommii, asi como el género, la
procedencia de los 14 casos de rickettsiosis del grupo de las fiebres manchadas y la
reactividad cruzada entre dichos antigenos se muestran a continuacioén (Ver Tabla

7).

Con respecto al periodo del afio en el cual se presentaron los casos, 4 (Marzo), 2
(Mayo), 1 (Junio), 1 (Julio), 1 (Agosto), 1 (Septiembre), 3 (Octubre) y 1 (Noviembre).
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Tabla N° 7

CASOS DE RICKETTSIOSIS DEL GRUPO DE LAS FIEBRES MANCHADAS

IFI R. rickettsii IFI R. amblyommii RC*
Género Procedencia Fase Fase Fase Fase Si | No
aguda | convaleciente | aguda | convaleciente

Femenino | Area urbana <1:64 1:128 1:128 1:256 X
Femenino | Area urbana <1:64 1:256 1:128 1:256 X
Femenino | Area urbana <1.64 1:128 <1:64 <1:64 X
Femenino | Area urbana <1.64 1:128 1:64 1:128 X
Femenino | Area urbana <1:64 1:128 1:64 1:128 X
Masculino Area rural <1:64 1:128 1:128 1:128 X
Femenino | Area urbana <1:64 1:128 <1:64 <1:64 X
Femenino | Area urbana <1:64 1:128 <1:64 1:64 X
Masculino | Area urbana <1:64 <1:64 1:64 1:256 X
Femenino | Area urbana <1:64 <1:64 <1:64 1:128 X
Masculino Area rural <1:64 <1:64 <1.64 1:128 X
Femenino | Area urbana <1:64 <1:64 1:64 1:256 X
Femenino No dato <1:64 1:64 1:64 1:256 X
Masculino Area rural <1:64 <1:64 <1:64 1:128 X

*RC: Reactividad Cruzada

6.3. Deteccion molecular de Rickettsia spp. en garrapatas (A. cajennense)
recolectadas del municipio de Villeta (Cundinamarca)

De los 133 pools analizados se encontré presencia del gen 16sRNA de garrapata en
111 (83.4%). El tamaiio del producto amplificado es de 460 pb, como se observa en

la figura 5.

Posteriormente, a estos 111 pools positivos para el gen 16sRNA de garrapata, se
detectd la presencia del gen OmpB de Rickettsia spp en 18 pools. El tamafio del
producto amplificado es de 862 pb, como se observa en la figura 6.

Finalmente, se determind que la tasa minima de infeccion en pools de A.
cajennense fue del 5.9% (18/307) (Ver Tabla 8).
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500 pb

1000 pb

Figura 5: Amplificacion del gen 16sRNA de garrapata.

B S 2 i3l e 516 17 18 1920

Carril 1: Marcador de peso molecular Zymo® 100 pb.
Carril 20: Control negativo.

En esta PCR no se usa control positivo dado que en todas las muestras se deberia
amplificar este gen.

Figura 6: Amplificacion del gen OmpB de Rickettsia spp.

Carril 1: Marcador de peso molecular Zymo® 100 pb.
Carril 2: Control positivo (DNA Rickettsia rickettsii)
Carril 15: Control negativo.

27



Tabla N° 8

POOLS DE GARRAPATAS (A. cajennense) POSITIVOS PARA Rickettsia spp.
Hospedero | Vereda N dc_a pools | N°de garrapatas | N de_ |_oools MIR* (%)
realizados por cada pool positivos
Bovino 1 Naranjal 5 5,5/5,2,2 1 5.2
Bovino 4 Naranjal 3 2,2,5 1 11.1
Bovino 5 | Naranjal 5 54,4,1,2 1 6.25
55,5,5,3,5,5,
Equino 1 Naranjal 18 5,5,5,5,5,6, 1, 9 10.8
55,53
Salitre 5.5,5,4,5,5,3,
Equino 1 Nearo 18 9,5 5,5,5,5, 2, 4 4.7
9 4,4,4,4
. Salitre 3,2,4,5,5,5,5,
Equino 2 Negro 12 43233 1 2.3
, Salitre 7,5,5,5,5, 3,5,
Equino 3 Negro 13 23.3.3 3,3 1 1.9
Total | 74 | 307 | 18 | 5.9

*Tasa minima de infeccion.

6.4. Caracteristicas y preferencias ecolégicas de A. cajennense en el
municipio de Villeta (Cundinamarca).

Con el fin de relacionar las caracteristicas y preferencias ecoldgicas de A.
cajennense con la epidemiologia de la rickettsiosis del grupo de las fiebres
manchadas en esta area, se obtuvieron datos de varios factores climaticos tales
como temperatura, porcentaje de humedad relativa® y brillo solar® del municipio de
Villeta (Cundinamarca) con el fin de correlacionarlos con los resultados parciales de
la dinamica estacional de esta garrapata en esta zona (Octubre del 2012 — Febrero
del 2013).

En la grafica N° 2, se puede observar como es la distribucion estacional de A.
cajennense en el municipio de Villeta, mientras que en las graficas N° 3 — 5 se
muestran los factores climaticos mencionados anteriormente correspondientes al
afo 2012.

> Humedad relativa: Se define como la cantidad de vapor de agua contenida en el aire, en cualquier
momento determinado. Esta se calcula teniendo en cuenta la masa de vapor de agua que realmente
existe en la atmosfera y la masa que seria necesaria para saturarla a esa temperatura. Si la
humedad relativa es muy elevada indica un ambiente muy humedo, mientras que si es muy baja
indica un ambiente seco (101).

* Brillo solar: Se define como la medicién del tiempo en el cual un lugar ha recibido radiacién directa,
sin ser bloqueada por factores atmosféricos u otros obstaculos (102).
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Gréfica N° 2: Distribucién estacional de A. cajennense en el municipio de Villeta.

Nimero de
garrapatas

Octubre del
2012

Noviembre del
2012

Diciembre del
2012

Enero del
2013

Febrero del
2013

B Machos

268

293

406

170

404

B Hembras

98

257

449

253

300

= Ninfas

93

32

206

83

93

Gréafica N° 3: Temperatura (maxima, minima, media) del municipio de Villeta en el

afno 2012
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Grafica N° 4: Porcentaje de humedad relativa en el municipio de Villeta en el afio
2012
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Gréfica N° 5: Brillo solar en el municipio de Villeta en el afio 2012
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7. DISCUSION

En el presente trabajo se confirmé que las rickettsias del grupo de las fiebres
manchadas hacen parte de los agentes etioldgicos de sindromes febriles agudos en
el municipio de Villeta (Cundinamarca). El analisis de seroprevalencia en animales
mamiferos demostré la constante presencia de estos microorganismos en esta
zona, ademas, la alta incidencia de la rickettsiosis del grupo de las fiebres
manchadas encontrada en humanos se correlaciona con la tasa minima de infeccion
determinada en garrapatas de la especie A. cajennense recolectadas en esta area
endémica, la cual es mayor a la reportada en Europa, Estados Unidos y Brasil (15,
82 — 85). Sin embargo, es importante resaltar que todavia no se poseen los
resultados de la secuenciacién realizada a los pools positivos para OmpB con el fin
de establecer cuales especies del género Rickettsia spp. estan infectado a dichas
garrapatas.

Con respecto al andlisis de seroprevalencia realizado en animales domésticos de
Villeta, en este estudio se encontré una prevalencia de anticuerpos IgG contra
rickettsias del grupo de las fiebres manchadas (antigeno: R. rickettsii) en equinos,
caninos y bovinos del 33.7%, 14.4% y 50%, respectivamente. De manera similar,
Hidalgo, et al, 2009 (31) reportd6 una seroprevalencia en equinos y caninos del
municipio de Villeta del 16.3% y 18.2%, respectivamente. Dada esta situacién, no es
posible afirmar que la seroprevalencia de rickettsias del grupo de las fiebres
manchadas en animales mamiferos de esta area aumenté ya que el niumero de
animales evaluados en cada estudio no es comparable. Sin embargo, los hallazgos
obtenidos en este trabajo demostraron la permanente circulacion de estos
microorganismos en esta area endémica. De manera similar, en Brasil, Horta, et al,
2004 (83) reportaron una seroprevalencia de rickettsias del grupo de las fiebres
manchadas en equinos del 77.3% y en caninos del 31.3%.

Estos hallazgos tienen concordancia con lo descrito por Sangioni, et al, (52) y
Lemos, et al, 1994, 1996 (84, 85), los cuales afirman que la seroprevalencia
encontrada en equinos y caninos en zonas endémicas, donde A. cajennense es el
principal vector, esta caracterizada por una alta frecuencia de titulos de IgG contra
rickettsias del grupo de las fiebres manchadas en equinos, seguido por una baja
frecuencia en caninos, esto se debe a que los caballos son hospederos primarios
para esta garrapata aunque, en una menor frecuencia, todos los estadios
madurativos pueden infestar a caninos e inclusive humanos, lo cual confirma que los
equinos y caninos pueden ser usados como centinelas para la deteccion de RMSF
en areas endémicas, aun antes de la aparicion de casos humanos (12, 14, 52).

Con respecto a los bovinos, en Latinoamérica, este es el primer estudio de
seroprevalencia de rickettsias del grupo de las fiebres manchadas realizado en
estos mamiferos donde se encontré6 una prevalencia de anticuerpos IgG contra
bacterias de este grupo del 50%. Sin embargo, estudios realizados en varias islas
del Caribe como Guadeloupe y St. Kitts and Nevis, han reportado una
seroprevalencia de estos microorganismos, especificamente contra R. africae, del
81% en bovinos de esta zona (32, 33). En otro estudio realizado en Zimbabwe
(Africa) se reportd una seroprevalencia de rickettsias del grupo de las fiebres
manchadas (antigeno: R. conorii) en bovinos del 90%, adicionalmente reportan que
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la rickettsemia se pudo detectar hasta 32 dias post — infeccion (34). Adicionalmente,
son varios los estudios que han demostrado la presencia de rickettsias del grupo de
las fiebres manchadas en garrapatas, de las especies A. cajennense vy
Rhipicephalus (Boophilus) microplus, recolectadas de bovinos (86). Todos estos
hallazgos hacen evidente la exposicién de estos mamiferos a rickettsias del grupo
de las fiebres manchadas por lo que Kelly, et al, 1991 (34) sugieren que los bovinos
pueden actuar como reservorios para estas bacterias debido a la rickettsemia que
desarrollan por largos periodos, aunque, el verdadero papel de estos mamiferos en
el ciclo de vida y epidemiologia de las rickettsias del grupo de las fiebres
manchadas aun no esta totalmente establecido.

Por otro lado, se determind la incidencia de casos de rickettsiosis del grupo de las
fiebres manchadas en el municipio de Villeta (Cundinamarca) en un periodo
comprendido entre Enero del 2012 y Enero del 2013 la cual fue de 5.6 casos por
cada 10.000 habitantes. Al comparar los resultados obtenidos con lo reportado en la
literatura, la incidencia obtenida es mayor a la descrita en varios paises donde estas
enfermedades son endémicas. Por ejemplo, en Estados Unidos, entre 1997 - 2002
se reportd una incidencia de 2.2 casos por cada millon de habitantes, pero esta se
incrementd con el paso de los afos (87). En el periodo comprendido entre 2004 —
2007 la incidencia fue de 6.8 casos por millon de habitantes dado que en los afos
2004, 2005 y 2006 se reporto el mayor numero de casos de RMSF en la historia de
ese pais (1713, 1936 y 2092, respectivamente) (9) y en el afio 2008 fue de 8 casos
por millbn de habitantes (88). Sin embargo, es importante destacar que en
determinadas zonas de Estados Unidos el numero de casos por millon de habitantes
es mayor que en otras, especialmente en la costa este del pais, tal es el caso de
Alabama (10.55), Virginia (8.93), Carolina del Norte (52.61) y Minessota (21.0),
cuyas incidencias son mayores que la incidencia promedio del pais (89).

Adicionalmente, la incidencia de rickettsiosis del grupo de las fiebres manchadas
detectada en este trabajo es superior a la reportada por varios paises europeos,
donde la principal rickettsiosis de este grupo es la fiebre manchada del mediterraneo
(MSF) causada por R. conorii. Por ejemplo, Espafa (0.4 casos/ 100.000 habitantes)
(90), ltalia (1.6 casos/100.000 habitantes) (91), Bulgaria (10.91 casos/100.000
habitantes) (92) y Croacia (1.27 casos/100.000 habitantes) (93).

En Latinoamérica, Brasil es uno de los paises en los que mas casos de rickettsiosis
del grupo de las fiebres manchadas se reportan debido a que esta bajo estricta
vigilancia epidemioldgica. En los estados de Sao Paulo y Minas Gerais se ha
observado un claro resurgimiento de la enfermedad desde finales de la década de
los 80 (5, 18). Segun datos del ministerio de salud de Brasil (94), en el afio 2011 se
reportaron 65 casos de RMSF, de los cuales 39 corresponden al estado de Sao
Paulo y 6 de Minas Gerais especialmente entre los meses de Mayo y Octubre. Cabe
destacar, que en Brasil no se encontraron datos de incidencia acumulada dado que
solamente reportan el numero de casos pero no el total de poblacion. No obstante,
se puede inferir que la incidencia acumulada de esta zona es mucho menor a la
encontrada en este trabajo ya que la poblacion del estado de Sao Paulo y Minas
Gerais es muy superior a la del municipio de Villeta.

Con respecto a Colombia, los resultados de incidencia acumulada de rickettsiosis
del grupo de las fiebres manchadas en el municipio de Villeta se correlacionan con
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un estudio realizado por Hidalgo, et al, 2007 (24) en el cual indican que la
prevalencia de IgG contra estos microorganismos en habitantes de este municipio
fue del 40.3%, la cual es mayor a la reportada en Australia (1.4%), Indonesia
(10.4%), Brasil (4.2%), Argentina (4%) y México (5%), de esta forma es indiscutible
la continua exposicion a garrapatas infectadas y por ende a rickettsias del grupo de
las fiebres manchadas en esta area con la consiguiente apariciéon de casos nuevos.
Ademas, encontraron que la mayoria de las personas incluidas en el estudio afirmé
haber tenido contacto con garrapatas, aunque no diferenciaran los estadios
madurativos de las mismas.

Uno de los aspectos mas importantes a tener en cuenta de los resultados obtenidos
es la reactividad cruzada que se presentd, entre R. rickettsii y R. amblyommii, en 7
de los casos de rickettsiosis del grupo de las fiebres manchadas. R. amblyommii es
una especie perteneciente al grupo de las fiebres manchadas la cual fue descrita en
1974 en garrapatas A. americanum en Estados Unidos y posteriormente se
demostrd que mas del 40% de estas garrapatas se encontraban infectadas con esta
bacteria en regiones del sur y centro oeste del pais (5). En un estudio realizado en
Carolina del Norte (Estados Unidos) por Apperson, et al, 2008 (95) demostraron que
pacientes con un diagnéstico presuntivo de RMSF presentaron seroconversion para
R. amblyommii dado que los titulos fueron mas altos que los obtenidos para R.
rickettsii. Teniendo en cuenta estos antecedentes, hoy en dia, se plantea la
posibilidad de que esta especie pueda causar sindromes febriles de evolucion
benigna, que son falsamente diagnosticados como RMSF, teniendo en cuenta la
reactividad cruzada entre especies que pertenecen a este grupo (5, 82). Estos
hallazgos sugieren la importancia de implementar la inmunoabsorcién cruzada vy
Western Blot para determinar con exactitud cual es el agente etiologico involucrado
en cuadros clinicos de rickettsiosis. Igualmente, cabe resaltar que R. amblyommii ha
sido aislada de A. cajennense, A. neumanii, A. longirostre, A. coelebs, D. nitens en
paises como Estados Unidos, Argentina, Costa Rica, Brasil y Panama (5, 96).

Segun la distribucidn de los factores sociodemograficos de la incidencia acumulada
obtenida, se observé que los casos de rickettsiosis del grupo de las fiebres
manchadas se presentaron en diferentes rangos de edad, pero con un pico en
menores de 10 afos y con un predominio del sexo femenino. Estos hallazgos
concuerdan con lo reportado por Dantas, 2007 (9), el cual reporta que en Estados
Unidos se presenta una mayor incidencia en menores de 10 afios con un pico entre
5 — 9 anos, pero siendo mas comun en hombres que mujeres, sin embargo, esta
discrepancia no es significativa.

Por ultimo, el tercer objetivo de este trabajo fue determinar la tasa minima de
infeccion (MIR) de Rickettsia spp. en garrapatas de la especie A. cajennense. La
MIR se debe calcular cuando la deteccién de genes especificos de Rickettsia spp.
se realiza en pools o grupos de garrapatas, es decir, si un pool da positivo quiere
decir que al menos una de las garrapatas contenidas estaba infectada (81). En el
presente trabajo se determind6 que la MIR en pools de A. cajennense,
correspondientes al mes de Octubre del 2012, provenientes del municipio de Villeta
(Cundinamarca), fue del 5.9%.

Esta tasa minima de infeccion obtenida es mucho mayor a la descrita en Brasil por
Guedes, et al, 2005 (97) en donde reportaron que la tasa minima de infeccion en
garrapatas de la especie A. cajennense recolectadas del estado Minas Gerais fue
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del 1.28%. Adicionalmente, Pinter, et al, 2006 (98) reportaron una tasa de infeccidn
del 0.89% (6/669) en A. aureolatum del estado de Sao Paulo. Por el contrario, en
Estados Unidos, Burgdorfer, 1988 (99) demostré que la tasa de infeccion de R.
rickettsii en D. variabilis varia entre 0.05 — 1.3%. El resultado obtenido en este
trabajo (5.9%) se relaciona directamente con la alta incidencia de rickettsiosis del
grupo de las fiebres manchadas en el municipio de Villeta en el periodo entre Enero
2012 — Enero 2013.

Por otro lado, al comparar los datos obtenidos de los factores climaticos y la
distribucion estacional de A. cajennense en el municipio de Villeta, se puede
observar claramente que el pico de estadios adultos de esta garrapata se
encuentran entre Octubre — Febrero, meses en los cuales la temperatura, la
humedad relativa y el brillo solar son mas altos (Ver Graficas 2 — 5). Estos datos son
muy similares a los reportados por Labruna, et al, 2002 (100) y Szabo, et al, 2007
(72) los cuales determinaron que la poblacion de machos y hembras es mayor en
los meses de primavera y verano, es decir, entre Octubre y Marzo, siendo mayor el
numero de machos que hembras, mientras que la poblacion de larvas es mayor en
Mayo y la de ninfas en los meses de Junio a Octubre que corresponden a meses de
otofo e invierno, ademas determinaron que en un periodo de un aio se obtiene una
generacion completa de esta garrapata.

En 2012 Queirogas, et al, (103) realizaron un estudio con el fin de establecer la
relacion entre aspectos ecoldgicos de A. cajennense y la epidemiologia de la
rickettsiosis del grupo de las fiebres manchadas en el estado de Minas Gerais en
Brasil. Ellos reportan que en zonas endémicas las mordeduras en humanos por
parte de A. cajennense estan mas asociados a la presencia de estadios inmaduros
de la garrapata, especialmente las ninfas, las cuales prevalecen en los meses de
otoAo e invierno, donde son mas numerosas que los estadios adultos, lo que
incrementa la probabilidad de contacto con los humanos. Ademas, otro factor que es
importante tener en cuenta es que debido a su pequefo tamano pasan inadvertidas
durante el parasitismo, de esta forma se favorece la transmisién de rickettsias del
grupo de las fiebres manchadas en el caso de que estén infectadas. Estos
resultados obtenidos por estos autores son similares a los encontrados en este
trabajo donde los picos de pacientes con sindromes febriles se presentan
principalmente en los meses de Junio a Octubre, casualmente, los meses en los
cuales se presume que la poblacién de ninfas es mayor dado que a partir del mes
de Octubre los estadios inmaduros disminuyen en numero para dar paso a estadios
adultos (Ver Grafica 2). Estos datos también se correlacionan con datos obtenidos
del ministerio de salud de Brasil, en los cuales la mayoria de casos de BSF se
reportaron en los meses de Junio y Julio (104).

Los resultados obtenidos en este trabajo confirman que la permanente circulacion
de rickettsias del grupo de las fiebres manchadas en el municipio de Villeta y por
ende hacen parte de la etiologia del sindrome febril agudo en esta zona, motivo por
el cual, en el futuro este conocimiento debera ser aplicado en el disefio de medidas
con impacto en salud publica que contribuyan a controlar esta enfermedad
infecciosa en areas endémicas del pais.
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. CONCLUSIONES

Hay una permanente circulacién de rickettsias del grupo de las fiebres
manchadas en el municipio de Villeta (Cundinamarca).

Es el primer estudio de seroprevalencia de rickettsias del grupo de las fiebres
manchadas realizado en bovinos.

La incidencia de casos de rickettsiosis entre Enero del 2012 y Enero del 2013
encontrada en este trabajo, confirma la alta exposicion por parte de los
habitantes del municipio de Villeta (Cundinamarca) a vectores relacionados
con la transmision de rickettsias del grupo de las fiebres manchada

Se determiné que la tasa minima de infeccion en garrapatas de la especie A.
cajennense es superior a la reportada en otros paises como Brasil y Estados
Unidos, lo que se relaciona con la alta incidencia de casos de rickettsiosis de
grupo de las fiebres manchadas en el municipio de Villeta (Cundinamarca).
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. RECOMENDACIONES

Se recomienda implementar técnicas como la inmunoabsorcion cruzada vy
Western Blot para establecer el diagndstico definitivo y agente causal de
casos probables de rickettsiosis.

Con respecto a la deteccion de genes especificos de Rickettsia spp. se
recomienda estandarizar protocolos de PCR semianidada y anidada con el fin
de tener mas sensibilidad para la deteccibn de estos patdogenos en
garrapatas.

Se deben implementar politicas de salud publica con el fin de disminuir la
exposicion de los habitantes a vectores implicados en la transmisién de
rickettsias del grupo de las fiebres manchadas en el municipio de Villeta
(Cundinamarca).

Es necesario realizar estudios multidisciplinarios (médicos, antropolégicos,
ecologicos, entomoldgicos, entre otros) para poder crear campafas de
educacion, prevencidon y control que contribuyan a disminuir la
morbimortalidad asociada a rickettsias del grupo de las fiebres manchadas en
el municipio de Villeta.
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Anexo 1.

Inmunofluorescencia indirecta para la deteccién de anticuerpos contra
Rickettsias

Fundamento

La inmunofluorescencia es un método de deteccién de antigenos o anticuerpos
mediante el uso de sustancias fluorescentes. En el presente caso, se pretende la
deteccidén de anticuerpos reactivos contra antigenos de Rickettsia en suero, lo que
indica una exposicion previa del individuo a esta bacteria.

Condiciones de bioseguridad

El manejo de muestras de sueros humanos requiere las precauciones
recomendadas para el manejo de muestras potencialmente contaminantes.

Utilice las medidas de proteccidn necesarias, como son: batas de laboratorio,
guantes, etc.

Materiales
Laminas portaobjeto con antigeno o placas
Procedimientos

1. Retire el numero requerido de placas del refrigerador y sumérjalas en PBS por
10min a temperatura ambiente.

2. Retire las placas del PBS y transfiéralas a la solucion de bloqueo. Permita que
las placas se empapen por 15min a temperatura ambiente.

3. Remueva las placas de la solucion de bloqueo y permita que se sequen.

4. Prepare diluciones 1:64 de los controles positivo y negativo, y de las muestras a
evaluar.

5. Distribuya las muestras diluidas y los controles, en los pozos apropiados de las
placas.

6. Incube las placas en una camara humeda a 37°C por 30min.

7. Retire las placas de la camara humeda y enjuaguelas suavemente con buffer de
lavado. No permita que el chorro caiga directamente sobre los pozos. Evite la
mezcla de las muestras.

8. Lave las placas sumergiéndolas en buffer de lavado por 10min. Repita el lavado
con buffer de lavado fresco por otros 10min.

9. Retire las placas y déjelas secar.

10.Prepare la dilucién correspondiente del conjugado (Anti-Human, Anti —Horse,
Anti-Dog, Anti-Cow).

11.Distribuya el conjugado en los pozos apropiados de las placas.

12.Incube las placas en una camara humeda a 37°C por 30min.

13.Repita el lavado (paso 8), afadiendo 1-2 gotas de azul de Evans al buffer de
lavado, antes de sumergir las placas.
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14.Remueva las placas del buffer de lavado, séquelas con papel toalla. Agregue 2-3
gotas de solucion de montaje, y aplique cubreobjetos.

15. Almacene las laminas lejos de la luz a 2-8°C hasta el momento de la lectura. Las
laminas deben ser leidas el mismo dia que son procesadas, pero pueden ser
leidas al dia siguiente sin que haya pérdida de la fluorescencia, siempre que
hayan sido almacenadas en la oscuridad y a 4°C.

Preparacién de los reactivos

Las placas deben ser almacenadas a -20°C o menos, en un contenedor seco. Las
placas pueden ser guardadas hasta por 1 afo.

PBS 10X:

e 80g NaCl

e 2gKCI

e 11,59 Na2HPO4.7H20
e 2g KH2PO4

e Disolver en 1 litro de agua destilada.
Disolver 1:10 en agua destilada, para su uso.

Solucién de blogueo (PBS con 1% BSA, 0,01% azida de sodio):

e 500ml PBS

e 5gBSA

e 0,05g azida de sodio

Almacenar hasta por 6 meses a 2-8°C.

Diluyente de muestray conjugado (PBS con 1% BSA y 0,1% Tween 20):

500mlI PBS

5g BSA

0,5ml Tween 20

0,05gr azida de sodio

Almacenar hasta por 6 meses a 2-8°C.

Buffer de lavado (PBS con 0,1% Tween 20):

e 1000ml PBS
e 1ml Tween 20
Almacenar hasta por 6 meses a 2-8°C. Descartar si se evidencia contaminacion.

Control de calidad

En cada placa se deben incluir un control positivo (suero que se sabe que es
positivo) y un control negativo (suero que se sabe que es negativo). El uso de estos
controles nos asegurara que el procesamiento de la placa fue adecuado, y nos
facilitara la lectura.
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Resultados e interpretacion

Las muestras se designaran como positivas o negativas mediante comparacién con
los controles positivos y negativos.

Informe de resultados
Registre los resultados en un formato de lectura de placas.
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Anexo 2.

Protocolo extraccion de DNA a partir de garrapatas

1. Organizar las muestras en el orden adecuado para la extraccion. Preparar la
cabina de flujo laminar, realizar la limpieza respectiva con hipoclorito de sodio
y etanol. Colocar todos los materiales necesarios para el procedimiento e
irradiar con luz U.V. durante 15 minutos como minimo.

2. Retirar la cantidad de muestras seleccionada del congelador. Adicionar 400
ML de DNAzol a cada muestra (previamente triturada y macerada).

3. Con una punta azul (1000 pL) sellada, realizar un macerado corto y limpiar
las paredes del tubo que contiene la muestra.

4. Sedimentar el homogenizado centrifugando la muestra a 10000 g por 10
minutos a temperatura ambiente.

5. Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo eppendorf de 2 mL (no
suministrado en el estuche).

6. Agregar a la muestra 200 uL de etanol al 100%.

7. Mezclar la muestra por inversion y vortex. Mantener las muestras a
temperatura ambiente durante 3 minutos.

8. Transferir la mezcla a la columna ubicada en el tubo de 2 mL (suministrada
en el estuche de Qiagen DNeasy Blood and Tissue Kit).

9. Centrifugar la muestra a 8000 rpm durante 1 minuto.

10. Transferir la columna a un nuevo tubo de 2 mL (suministrado en el estuche) y
descartar el tubo con el centrifugado.

11.Agregar 500 yL de Buffer AW1 a cada columna.

12. Centrifugar a 8000 rpm durante 1minuto.

13. Transferir la columna a un nuevo tubo de 2 mL (suministrado en el estuche) y
descartar el tubo con el centrifugado.

14.Agregar 500 pL de Buffer AW2 a cada columna.

15. Centrifugar a 14000 rpm durante 6 minutos para garantizar el secado total de
la columna.

16.Retirar la columna suavemente evitando que tenga contacto con el
centrifugado, y ubicarlas en un nuevo tubo eppendorf de 2 mL (no
suministrado en el estuche). Descartar el tubo con el centrifugado.

17.Agregar 55 pL de Buffer AE a cada columna.

18.Dejar reposar la muestra a temperatura ambiente durante 5 minutos.

19. Centrifugar a 8000 rpm durante 1 minuto.

20. Transferir la columna a un nuevo tubo eppendorf de 2 mL (no suministrado en
el estuche). NO DESCARTAR EL CENTRIFUGADO. ES DNA EXTRAIDO.
21.El centrifugado obtenido en la primera elucién (paso 18) se debe agregar a la

misma columna.
22.Dejar reposar la muestra a temperatura ambiente durante 5 minutos.
23.Centrifugar a 8000 rpm durante 1 minuto.
24.El centrifugado obtenido es DNA extraido. Almacenar a — 20°C para
posteriores estudios.
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Anexo 3.

Seroprevalencia de rickettsias del grupo de las fiebres manchadas en equinos

TITULO MAXIMO DE ANTICUERPOS IgG ANTI-R. rickettsii EN EQUINOS DE VILLETA,
CUNDINAMARCA

Titulo maximo de IgG anti-R. rickettsii

No. muestras positivas/No.

Vereda ovaluadas 1:64 1:128 1:256 1:512 1:1024 1:2048 1:4096 1:8192
Chapaima 3/8 3

La Bolsa 3/4 3

Chorrillo 1/4 1

Payande 2/2 2

Mave 1/5 1

Ao

Blanco 3

Naranjal 2/4 2

ﬁi'gff 217 1 1

A'ngjge 112 1

Mani 11 1

La Mazata 0n

Cune 0/5

Balsal 1/3 1

El Puente 1/4 1

Bagazal 0n

San Isidro 1/4 1

llo Grande 1/6 1

e 2 1

Total 25/74 13 8 1 1 1 1




Anexo 4.

Seroprevalencia de rickettsias del grupo de las fiebres manchadas en caninos

TITULO MAXIMO DE ANTICUERPOS IgG ANTI-R. rickettsii EN CANINOS DE VILLETA,
CUNDINAMARCA

Vereda

Chapaima
La Bolsa
Chorrillo
Payande

Mave

Alto de
Torres
Salitre
Blanco

Naranjal
Salitre Negro
Alto de Paja

Mani
La Mazata
Cune
Rio Dulce
Balsal
El Puente

Bagazal

La
Esmeralda

San Isidro

Potrero
Grande
Quebrada
Honda

llo Grande

Cabecera
Municipal

Total

No. muestras

positivas/No. evaluadas

4/5
0/2
1/8
0/4
3/8

0/5

2/11

13
0/1
0/5
0/3
13
1/5
13
0/2
0/6
0/9

0/5
0/2
1/4
0/4
0/6
2/14
17/118

1:64

13

Titulo maximo de IgG anti-R. rickettsii

1:128

1:256

1:512

1:1024

1:2048

1:4096
1

1:8192
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Anexo 5.

Seroprevalencia de rickettsias del grupo de las fiebres manchadas en bovinos

TITULO MAXIMO DE ANTICUERPOS IgG ANTI-R. rickettsii EN BOVINOS DE VILLETA,

CUNDINAMARCA

Vereda

Chapaima
La Bolsa
Chorrillo

Mave

Salitre
Blanco

Naranjal
Salitre Negro
Mani
Cune
Rio Dulce
Bagazal
La Esmeralda

San Isidro

Potrero
grande

Total

No. muestras positivas/No.
evaluadas

1/4
0/1
0/5
0/1

2/9

6/12
0/2
7/8
3/4
17
2/3
0/2
7/8

2/2
31/62

1:64

1

N = W N D

(¢)]

29

Titulo méximo de IgG anti - R. rickettsii

1:128

1:256

1:512

1:1024

1:2048

1:4096

1:8192
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