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Resumen

Introduccidn: las rickettsiosis transmitidas por garrapatas son enfermedades zoonoticas
desatendidas. En los ultimos afios en Colombia se ha obtenido evidencia de la circulacion
de rickettsias en algunas zonas bien definidas, pero se sospecha que la distribucién es

més amplia.

Objetivo: Identificar areas potenciales de circulacion de especies de Rickettsia
transmitidas por garrapatas utilizando los équidos como centinelas en el noroeste de

Colombia.

Métodos: en este estudio se incluyeron équidos llevados a la Planta de Beneficio “La
Rinconada” en Rionegro, Antioquia. A los animales se les recolecté sangre, garrapatas y
datos epidemiolégicos. Se realiz6 inmunofluorescencia para especies de Rickettsia,
pruebas moleculares para detectar la infeccion por rickettsias en las garrapatas y para
diferenciar las especies del complejo A. cajennense. La informacién anterior se integr6 en
un Analisis Multicriterio de Decisiébn en un Sistema de Informacién Geogréafica para

explorar potenciales areas de riesgo.

Resultados: se muestrearon 649 équidos provenientes 28 municipios de los
departamentos del noroeste del pais, infestados con Amblyomma cajennense s.l.,
Amblyomma ovale, Rhipicephalus microplus y Dermacentor nitens, se encontré una
seropositividad del 53% (ICgs0 49.5-57.2), y un porcentaje minimo de infeccién en
garrapatas del 2.6%. Se identificaron cuatro especies de Rickettsia (R. felis, “Candidatus
R. colombianensi”’, “Candidatus R. franklinii” y una cercana al “Candidatus R. mendelii”).
Se sugieren areas potenciales para especies de Rickettsia, en las cuales sobresalen el

noroeste de los departamentos de Antioquia, Cérdoba y Sucre.

Conclusion: Los hallazgos de este estudio en el noroeste de Colombia y gracias al uso
de los équidos como centinelas, indican zonas probables de circulacion de Rickettsia spp.,
de diversas especies de garrapatas, incluyendo dos especies del complejo A. cajennense,
(A. mixtum y A. patinoi). Ademas, se detectaron diversas especies de Rickettsia de los
grupos ancestral, transicional y de las fiebres manchadas en las garrapatas. Esta
informacién en conjunto permitié construir una propuesta de riesgo para rickettsiosis, la
cual esperamos sea de ayuda para estudios posteriores, especialmente de vigilancia,

prevencion y tratamiento adecuado de los cuadros clinicos compatibles en la region.
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Abstract

Introduction: tick-borne rickettsiosis are neglected zoonotic diseases. During the recent
years in Colombia, we and other have collected evidence about the circulation of
rickettsias in some well-defined areas, but it is suspected that bacterial distribution might
be wider.

Aim: to identify potential areas of circulation of tick-borne Rickettsia species using equids

as sentinels in northwestern Colombia.

Methods: we performed a project with equids taken from “La Rinconada” slaughterhouse
in Rionegro, Antioquia. From these animals we collected blood, ticks, and epidemiological
data. Indirect Immunofluorescence assay was carried out for Rickettsia species, and
molecular tests to detect rickettsia infection in ticks and distinguish A. cajennense complex
species. The above information was integrated into a Multicriteria Decision Analysis in a

Geographic Information System to explore potential risk areas.

Results: We sampled 649 equids from 28 municipalities in the northwest departments of
the country, that were infested with Amblyomma cajennense s.l., Amblyomma ovale,
Rhipicephalus microplus and Dermacentor nitens. We found a 53% (Closy 49.5-57.2)
seropositivity, and a minimum percentage of infection in ticks of 2.6%. Four species of
Rickettsia were identified (R. felis, “Candidatus R. colombianensi”’, “Candidatus R.
franklinii” and one close to “Candidatus R. mendelii’). We suggest potential areas for

Rickettsia spp., surveillance in the northwest of Antioquia, Cérdoba and Sucre.

Conclusion: Our findings in northwestern Colombia and the use of equids as sentinels,
indicate probable areas of circulation of Rickettsia spp., infecting various tick species,
including two from the A. cajennense complex, (A. mixtum and A. patinoi). We also
detected various species of Rickettsia of the ancestral, transitional, and spotted fever
groups in ticks from these regions. All this information taken together, allowed us to build
some proposed risk areas for rickettsiosis, which we hope will promote further studies, and
suggest a program for surveillance, prevention and adequate treatment of rickettsia-like

clinical conditions in the region.
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Introduccion general

En los dltimos afios, los agentes transmitidos por garrapatas han recibido mayor atencion
en el campo de la salud humana y veterinaria debido a que han presentado unos cambios
en sus dindmicas [1]. Estos cambios involucran, por ejemplo, un aumento en sus
incidencias entre 8 a 10 veces mayores para Estados Unidos, la aparicion de nuevos y
multiples patégenos como el Virus del Sindrome Trombocitopenia y Fiebre Severa,
Borrelia miyamotoi, Ehrlichia minasensis, entre otros [2—-4]. Los cambios en estas
dinamicas son resultado de diferentes procesos que afectan la ecologia de los vectores,
como, por ejemplo, cambios en el uso de la tierra, perdida de la biodiversidad,
deforestacion, cambios en la dinamica/ecologia de los reservorios animales, cambios en

el comportamiento humano, crecimiento de la poblacién y cambio climético [1,5].

La identificacion de los cambios en las dinamicas se ha logrado en parte por el adecuado
proceso de vigilancia epidemiolégica que se realiza en algunos paises. Estos paises
cuentan con protocolos bien definidos y aplicados, donde se cumple la finalidad basica de
la vigilancia epidemioldgica que es determinar la magnitud, y la distribucién temporal y

espacial de las enfermedades [6]

La basqueda de la informacién sobre enfermedades infecciosas puede hacerse a través
de dos formas basicas, a través de una vigilancia activa o pasiva. Existen otras
modalidades especializadas como es el caso del uso de centinelas, que se basa en la
informacién proporcionada por un grupo seleccionado de fuentes, las cuales revisten
importancia porque permiten el trabajo con enfermedades emergentes 0 reemergentes
gue son poco conocidas o enfermedades de las que se desconoce sus patrones de

comportamiento [7,8].

La rickettsiosis es una enfermedad remergente desatendida que, al igual que otras que
son transmitidas por garrapatas, ha presentado un incremento de su incidencia en los
Gltimos afios. En el continente americano se han reportado diferentes especies y cepas de
Rickettsia transmitidas por garrapatas causando enfermedad en humanos, como es el
caso de Rickettsia rickettsii, Rickettsia parkeri, Rickettsia parkeri cepa Atlantic rainforest y
Rickettsia felis, asimismo se ha reportado la circulaciéon de otras especies con capacidad

patogénica desconocida como R. amblyommatis, R. rhipicephali, entre otras [9,10].

En Colombia se han reportado brotes y casos por Rickettsia de baja y alta virulencia.

Entre las de baja virulencia recientemente se ha detectado en el Uraba antioguefio, la
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infeccion de un campesino con Rickettsia parkeri cepa Atlantic rainforest, el cual presento
una rickettsiosis no severa con formacion de escara (datos aun no publicados del grupo
Centauro) [11]. Por otra parte, la especie de alta virulencia que circula en Colombia es R.
rickettsii, la cual se ha presentado con casos aislados y brotes segun estudios llevados a
cabo en el pais; algunos de estos ultimos, en la primera década de este siglo XXI, con
porcentajes de letalidad entre 24-54% [12,13]. Se considera que en el pais el subreporte
para esta entidad es comun, debido en parte al desconocimiento de esta por el personal
de salud, al dificil diagnéstico, y a su presentacion clinica que se solapa con otras

enfermedades mas prevalentes como dengue, leptospirosis, malaria, entre otras.

Tradicionalmente se conocen unas areas endémicas, como Villeta, Cundinamarca, y El
Uraba antioquefio y el departamento de Coérdoba, donde a través de estudios se ha
podido ahondar en la eco-epidemiologia de esta dolencia [13]. La evidencia mas reciente
apunta a que podrian existir zonas previamente no estudiadas donde se pueden estar
dando procesos de infeccién por Rickettsia. En el afio 2014 y 2015 se atendieron en el
grupo de investigacion Centauro, dos pacientes que por pruebas serologicas y de
aislamiento fueron diagnosticados con rickettsiosis causada por R. rickettsii en nuevas
zonas de Antioquia (municipio de Uramita). Lo llamativo de estos casos, era que
provenian de una region en la que no se sospechaba de la circulacion de la bacteria [14].
Esta evidencia aunada a estudios seroldgicos para Antioquia que muestran casos de
seroconversion en las subregiones del Uraba y el Bajo cauca antioquefio, soportan
nuestra sospecha de que la circulacion de las especies de Rickettsia es mas amplia de lo

gue se preveia.

Las rickettsiosis en Colombia no son de natificacién obligatoria, por lo que se hace
necesario la utilizacién de algunas estrategias diferentes para su vigilancia. En paises
donde los ciclos han sido mejor caracterizados, se han establecidos animales claves que
sirven como centinelas [15,16]. Entre los centinelas mas conocidos y que se acercan a la
eco-epidemiologia de Colombia, se cuentan con los caninos y équidos, dado
principalmente porgue son hospederos principales de algunas garrapatas que pueden
actuar como vectores de especies de Rickettsia, y, asimismo, pueden servir como
indicadores de la circulacion de las bacterias [17]. En Colombia se sospecha que los
vectores de los casos mas severos de rickettsiosis, son las garrapatas del complejo

Amblyomma cajennense, las cuales infestan frecuentemente a los équidos, por esta razon
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se considera que estos mamiferos serian unos adecuados centinelas para identificar

areas de rickettsiosis.

Ante lo anterior se propuso la siguiente pregunta de investigacion: ¢ Cuales son las areas

potenciales de circulacién de especies de Rickettsia transmitidas por garrapatas utilizando

los équidos como centinelas en el noroeste de Colombia? Esta pregunta de investigacion

se abordé a través de los objetivos que se exponen en la siguiente sesion.
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Objetivos

General
Identificar areas potenciales de circulacion de especies de Rickettsia transmitidas por
garrapatas utilizando los équidos como centinelas en el noroeste de Colombia.

Especificos

1. Determinar la proporciéon de seropositividad a Rickettsia en équidos del noroeste
de Colombia, sus factores demograficos, ecoldgicos y potenciales areas de riesgo.

2. Determinar la proporcion de infeccién por Rickettsia spp. en las especies de
garrapatas recolectadas en los équidos.

3. ldentificar las especies del complejo A. cajennense que circulan en équidos de la
region.

4. Establecer potenciales zonas de riesgo de rickettsiosis en el noroeste de

Colombia.

Los objetivos se desarrollan en diversos capitulos, los cuales se presentan en formato
articulo. A continuacion, se resume la informacién general que se presentara en cada uno

de los capitulos:
Capitulo 1

En este capitulo se presenta la fundamentacion del uso de los équidos como centinelas
en la transmision de bacterias transmitidas por garrapatas, haciendo énfasis en Rickettsia.
Asimismo, sirve como marco de referencia para utilizar los équidos especificamente para

la vigilancia.
Capitulo 2

Este capitulo nos ofrece los resultados de un estudio analitico transversal para los datos

serolégicos de los équidos con el cual se da el desarrollo del objetivo nimero uno.
Capitulo 3

El capitulo 3 presenta los resultados de los hallazgos moleculares realizados en las
garrapatas que se encontraron infestando los équidos, lo cual da respuesta al objetivo

dos.

Capitulo 4
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En este se hace una descripcion de las especies del complejo Amblyomma cajennense
gue se encontraron infestando a los équidos y que da respuesta al objetivo tres.

Capitulo 5

Se presenta una propuesta integrativa para identificar potenciales zonas de riesgo a
través de la consideracion de los datos moleculares, seroldgicos, acarolégicos y
ecolégicos para un abordaje de tipo analisis multicriterio integrado de un sistema de

informacion geogréfica, lo cual permitié desarrollar el objetivo cuatro.
Capitulo 6. Anexo

Como punto adicional, se adjunta una nota corta donde se presentan los resultados de
una exploracion de las bacterias Ehrlichia y Coxiella en las muestras obtenidas en

équidos.
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Capitulo 1.

Los équidos como centinelas de bacterias transmitidas por

garrapatas

Resumen

En el continente americano los équidos, entre los cuales se incluyen los caballos, asnos y
sus hibridos, las mulas; son parasitados por diversas especies de garrapatas duras de los
géneros Amblyomma, Dermacentor, Ixodes y Rhipicephalus, siendo mas frecuentes en
América las infestaciones por las especies del complejo Amblyomma cajennense y
Dermacentor nitens. Las garrapatas son consideradas unas de las principales fuentes de
transmision de bacterias, de las cuales se tienen como principales representantes a las
rickettsiales (Rickettsia spp., Anaplasma phagocytophilum, Ehrlichia spp.), Borrelia
burgdorferi y Coxiella burnetii, las cuales se encuentran vinculadas con los équidos. Estos
agentes son importantes debido a pueden producir enfermedades zoondticas emergentes

y reemergentes que pueden afectar la salud de diversos animales, incluyendo el hombre.

En la presente revisiobn se exploran a los équidos como centinelas de bacterias
transmitidas por garrapatas, a través del abordaje de aspectos bioldgicos, ecologicos y
epidemiolégicos en América. Los équidos al ser parasitados por diversas especies de
garrapatas e infectados con los microrganismos que estas le transmiten, pueden ser de
utilidad como centinelas de la circulacién de estos agentes patdgenos y este conocimiento
a su vez, podria apoyar procesos de vigilancia, prevencién y control de las enfermedades

en la poblacion humana y animal.
Palabras claves

Artropodos hematéfagos, Ixodidae, Rickettsiales, Vectores, Vigilancia epidemiolégica

Introduccion

El término équido hace referencia a los animales perteneciente a la familia Equidae, que
taxondmicamente se clasifican en el reino Animalia, Filo Chordata, Clase Mammalia,
orden Perissodactyla; e incluye a animales domésticos como los caballos (Equus ferus
caballus), asnos (Equus africanus asinus) y sus hibridos conocidos como mulas (Equus

asinus x Equus caballus) [1,2].

La domesticacion de los équidos se inici6 hace millones de afios en regiones de Africa y

Europa; en el continente americano estos animales fueron introducidos desde la época de
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la conquista y han sido mantenidos con diversos fines zootécnicos, tales como animales

de abasto, carga, transporte, deporte y exposicién, entre otras [3].

Al igual que otros animales domésticos, los équidos pueden padecer diversos procesos
parasitarios, entre los cuales se encuentran las infestaciones por garrapatas, las cuales
pueden generar dafios directos en la piel y anemia dado su comportamiento hematéfago,
e indirectos por infecciones secundarias producidas por patégenos bacterianos, virales o
parasitarios [4].

En el panorama mundial, el reporte de los patégenos transmitidos por garrapatas va en
aumento, lo cual implica riesgos para la salud humana y animal [5]. En el estudio de estas
enfermedades se ha propuesto la necesidad de un abordaje holistico como el de “Una
Salud” (One Health), que se enriquece desde los campos de la epidemiologia, el
diagndstico, el tratamiento, la descripcion de hospederos y vectores, la prevencién y el

control, entre otros [6].

El conocimiento de los agentes transmitidos por garrapatas en América presenta diversos
grados de desarrollo y ha sido impulsado entre otras razones, por su emergencia y
reemergencia, como ha sido el caso de la fiebre manchada causada por Rickettsia
rickettsii. Paises como Canad4, Estados Unidos y Brasil son los lideres en este campo,
mientras que en el resto del continente el conocimiento aln es incipiente. Esta situacion
hace necesaria la aplicacion de diversos sistemas de vigilancia epidemiol6gica en aras de
reconocer zonas de riesgo de circulacion de los agentes arriba mencionados. Una manera
adicional a la vigilancia activa y pasiva para conocer estas areas es la utilizacion de

animales domésticos y de compafiia como centinelas [6—8].

El termino centinela en este contexto, hace referencia a aquellos animales que son
susceptibles de sufrir la infeccidon por agentes trasmitidos por garrapatas y generan una
respuesta clinica o serolégica medible. La aplicacién de animales centinelas permite la
identificacion de brotes, la comprobacion de la efectividad de programas de intervencion
suministra informacién sobre la distribucion geogréfica, los cambios en la incidencia y los
factores de riesgo [7,9]. Los animales domésticos y de compafiia son comunmente
utilizados como centinelas debido a que comparten con los humanos el mismo ambiente,
estdn expuestos a los mismos agentes infecciosos y pueden ser parasitados por las

mismas garrapatas vectoras [10].

En los équidos se han reportado agentes bacterianos transmitidos por garrapatas, tales

como Borrelia burgdorferi, Rickettsia spp., Anaplasma phagocytophilum, Ehrlichia spp., y
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Coxiella burnetii, los cuales pueden infectarlos, generar la enfermedad o una respuesta
inmunoldgica [11-13] (Tabla 1-1 y Figura 1-1). Esta dltima razén hace que los équidos
sean potencialmente utilizados como centinelas de estas infecciones, con razones
adicionales como que a) son animales parasitados por multiples especies de garrapatas
potenciales vectores de agentes b) a que estadn en constante contacto con la naturaleza y
vegetacion donde se dan la mayoria de los ciclos de las garrapatas, y c) a que pueden
servir de transporte mecénico de estos artropodos, lo cual hace de los équidos una fuente

potencial de garrapatas vectoras para animales, incluyendo el hombre [11].

Con base en los anteriores elementos, en esta revision se explora a los équidos como
centinelas de bacterias transmitidas por garrapatas a través del abordaje de aspectos
biolégicos, ecolégicos y epidemiolégicos en América. Esta informacion tiene como
proposito resaltar la importancia de los équidos como un apoyo al conocimiento de la
epidemiologia, vigilancia, prevencion y control de los agentes transmitidos por garrapatas

en la poblacién humanas y animales, a través de su utilizacion como centinelas.

Principales garrapatas que parasitan équidos en América

Las garrapatas son ectoparasitos hematéfagos de vertebrados terrestres (incluyendo las
aves) de una amplia distribucibn mundial. Se clasifican como artropodos de la clase
Aracnida, del orden Acari, suborden Ixodida que a su vez se divide en tres familias:

Ixodidae (garrapatas duras), Argasidae (garrapatas blandas) y Nuttalliellidae [24].

Las garrapatas duras suelen ser las mas reportadas en los équidos, si bien entre las
blandas, la especie Otobius megnini también se ha reportado causando dafio en el oido

interno y transmitiendo agentes infecciosos [25].

Entre las garrapatas duras que infestan a équidos en América se reconoce la circulacion
de los géneros Haemaphysalis, Ixodes, Dermacentor, Amblyomma y Rhipicephalus [26].
Las principales especies reportadas corresponden a las del complejo A. cajennense
(Amblyomma mixtum, Amblyomma tonelliae, A. cajennense sensu stricto, Amblyomma
interandinum, Amblyomma sculptum y Amblyomma patinoi) [27,28] y Dermacentor nitens
(antes nombrada Anocentor nitens), especialmente en Centro y Suramérica. No obstante,
también se han reportado, la garrapata del ganado Rhipicephalus microplus, especies del
complejo Ixodes ricinus, Amblyomma americanum, Dermacentor variabilis y Amblyomma

maculatum, entre otras [29,30].
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Tabla 1-1. Informacion general de las bacterias transmitidas por garrapatas reportados en

équidos del continente americano.

Agente Garrapata Enfermedad Distribucién Referen

implicada en el equino del agente* cias
Borrelia Complejo Enfermedad Canada [14-18]
burgdorferi sensu Ixodes ricinus de Lyme Estados
lato (Ixodes  pacificus, Unidos

Ixodes scapularis) México

Brasil
Argentina

Rickettsia spp. Complejo No descrita Canada [19,20]

Amblyomma. Estados

cajennense Unidos

Amblyomma triste México

Amblyomma Costa Rica

aureolatum Panaméa

Amblyomma Colombia

maculatum Brasil

Amblyomma ovale Argentina

Dermacentor Uruguay

andersoni

Dermacentor

variabilis
Anaplasma Complejo Anaplasmosis Canada [11,21]
phagocytophilum Ixodes persulcatus  granulocitica Estados

En Suramérica se Unidos

sospecha del Guatemala

complejo Colombia

Amblyomma Brasil

cajennense y

Rhipicephalus

sanguineus s.l.

Ehrlichia spp. Garrapatas de los Se desconoce Norte, centroy [22]
géneros Suramérica
Amblyomma y
Rhipicephalus
Coxiella burnetii Familia Ixodidae Fiebre Q Canada [23]
Estados
Unidos
México
Colombia
Brasil
Uruguay
Argentina

* Definida a través de evidencia clinica, seroldgica o molecular en diversos hospederos.
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Canada

Estados

Guatemala A gonama

Nicaragua

Colombia

Rickettsia spp. . : A

Brasil

. Ehrlichia spp.
A Anaplasma phagocytophilum
Borrelia burgdorferi s.l.

Coxiella burnetii

Figura 1-1. Paises donde se han dado reportes de bacterias transmitidas por garrapatas

en équidos del continente americano.
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El complejo A. cajennense es vector reconocido de R. rickettsii y vector sospechoso de
otros agentes tales como R. amblyommatis, Ehrlichia spp., T. equi, C. burnetii y el virus de
la encefalitis equina venezolana [13,31-34]; mientras que D. nitens, se ha reconocido
como vector de B. caballi, agente causal de la piroplasmosis equina; ademas se puede
ver infectada con otros agentes, como BermlUdez y colaboradores en Panaméa lo
demostraron a través pruebas moleculares, en donde encontraron material genético de R.

rickettsii en esta garrapata [35].

En Colombia se han reportado en équidos diversas especies de garrapatas, entre las
cuales se incluyen a A. cajennense s.l. y sus especies A. mixtum y A. patinoi, D. nitens,
Rh. microplus, Rh. sanguineus s.l., A. ovale, A. maculatum, A. neumanni, Ixodes affinis e

Ixodes pararicinus [36,37].

Principales bacterias transmitidas por garrapatas a los équidos

Las principales bacterias transmitidas por garrapatas a los équidos en el continente
americano corresponden a las familias Rickettsiae, Anaplasmataceae, Borreliaceae, vy
Coxiellaceae, algunas de las cuales pueden causar potencialmente enfermedades e

infecciones en los équidos (Figura 1-1).
Rickettsia spp.

Rickettsia es un género de bacterias Gram negativas en forma de cocobacilos (0,3 a 1
um) que se clasifican en el filo Proteobacterias, clase Alfaproteobacterias, orden
Rickettsiales y familia Rickettsiaceae [19]. Son bacterias intracelulares obligadas que
parasitan células eucariotas y que tiene como principal célula blanco el endotelio vascular
[38].

Segun caracteristicas antigénicas y moleculares, las especies de Rickettsia se agrupan en
cuatro categorias: el grupo tifo conformado por Rickettsia prowazekii y Rickettsia typhi, el
grupo ancestral donde destacan Rickettsia belli y Rickettsia canadensis, el grupo
transicional compuesto principalmente por Rickettsia akari, Rickettsia australis y Rickettsia
felis, y el grupo de las fiebres manchadas (GFM) [39]. Este ultimo grupo esta constituido
por mas de 20 especies y se tienen algunas en estado de candidatas. Este grupo reviste
especial importancia por ser transmitido por garrapatas y estar conformado por algunas
rickettsias patégenas, tales como R. rickettsii y Rickettsia conorii, entre otras, que causan
diferentes enfermedades potencialmente mortales como la fiebre manchada de las

Montafias Rocosas (FMMR) y fiebre manchada del Mediterraneo, respectivamente [40].
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El ciclo de la bacteria es enzodtico e involucra el mantenimiento de la bacteria en la
garrapata y en mamiferos. Las principales garrapatas involucradas como vectores son de
los géneros Dermacentor, Rhipicephalus y Amblyomma, las cuales mantienen de forma
trans-estadial y transovarica a la bacteria [26]. Para completar el ciclo de la bacteria, el

vector la transmite a mamiferos que pueden ser silvestres, sinantrépicos y domésticos.

Hasta finales del siglo pasado la unica Rickettsia del GFM patégena que habia sido
reconocida en el continente americano era R. rickettsii, posteriormente se reportaron otras
especies de menor virulencia como R. parkeri s.l. y su cepa cepa Atlantic rainforest [41—
43]. Estas especies de Rickettsia han sido reportadas en Estados Unidos, Colombia,
Brasil, Argentina y Uruguay, en las garrapatas Amblyomma maculatum, Amblyomma triste
y A. ovale [42-46]. En afos recientes han surgido otras especies con capacidad
patogénica aln en discusion, como es el caso de Rickettsia amblyommatis; en la que se
han asociado como vectores las garrapatas de la familia Ixodidae. R. rickettsii es la
bacteria mas virulenta del GFM y es el agente etiolégico de la FMMR, que también ha
recibido como denominacién Fiebre de Tobia en Colombia y Fiebre moteada Brasilera
[40]. Esta enfermedad a su vez es considerada una zoonosis importante en salud publica,
presentando porcentajes de letalidad menores al 0.5% en paises como Estados Unidos
hasta de 54% en Colombia [47,48]. Esta bacteria tiene distribucion a través del continente
americano en varios paises tales como Canada, Estados Unidos, México, Costa Rica,
Panama, Colombia, Brasil y Argentina, donde es transmitida a diferentes hospederos por
las garrapatas Dermacentor variabilis y Dermacentor andersoni en Norteamérica, Rh.
sanguineus s.l. en el sur de Estados Unidos y México, el complejo de A. cajennense en

centro y Suramérica, y Amblyomma aureolatum en Brasil [40,49].

Los équidos en la regidn neotropical son comunmente infestados por garrapatas tales
como A. cajennense s.l., por lo que pueden llegar a infectarse con R. rickettsii y con otras
especies de rickettsias del GFM, como lo evidencian estudios seroldgicos, donde se han
hallado frecuencias variables y que sugieren areas endémicas y no endémicas para
rickettsias transmitidas por A. cajennense s.l., e incluso han sugerido que valores
superiores al 40% pueden indicar zonas endémicas [50] (Tabla 1-2). Los datos previos
soportan la idea de utilizar a estos animales, especialmente los caballos, como centinelas
para las rickettsias transmitidas por especies del complejo A. cajennense, es decir que

son indicadores de la circulacién del agente en zonas de potencial transmision humana.
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Vale aclarar que, aunque los caballos se infectan con Rickettsia spp. y sufren

seroconversion, estudios de infeccion experimental con R. rickettsii en Brasil, indican que

ellos no sufren la enfermedad, signos clinicos o rickettsemia cuando son infectados. No

obstante, recientemente en Estados Unidos se ha sospechado de algunos casos clinicos

en estos animales [20,51].

Tabla 1-2. Estudios serolégicos contra el GFM de Rickettsia en équidos de Centro y

Suramérica (n+=animales positivos, N=Total de animales analizados).

Pais Sitio de estudio n+(%) N Referencia
Pedreira-Sao Paulo 7(77.8) 9 [52]
Sao Paulo 17(77.3) 22 [53]
Area no endémica Sao Paulo 0(0) 47 [54]
Area endémica Sao Paulo 17(77.3) 22
Minas Gerais-Caratinga 3(17) 18 [55]
Sao José dos Pinhais-Parana 9(10.8) 83 [56]
Sao Paulo 62(73) 85 [50]
Minas Gerais-Itabira 14(100) 14 [57]
Vale de Paraiba-Rio de Janeiro 15(44.1) 34 [58]
Pingo D’Agua 16(38.1) 42 [59]
Santa Cruz do Escalvado 10(15.2) 66
Minas Gerais-Santa Cruz 3(8.1) 37 [60]
Parana 7(9.33) 75 [61]
Almirante Tamandaré- Parana 6(8.5) 71 [62]
Espiritu Santo 7(27.5) 27 [63]
Parana 15 (5.88) 255 [64]
Juiz de Fora 16(41) 39 [65]

Brasil Cerro Largo, Rio Grande do Sul 16(51.6) 31 [66]
Jardim California- Parana 10(38.5) 26 [67]
Alvorada do Sul 10(55,6) 19 [68]
Arapongas 1(5.5) 18
Piaui 125(52.3) 239 [69]
Para 85(19.5) 436 [70]
Santa Catarina 28(18.7) 150 [71]
Pantanal 337 (61.6) 547 [13]
Caratinga-Minas Gerais 9 (9.4) 98 [72]
Serdpedica-Rio de Janeiro 35(83.3) 42 [73]
Rio de Janeiro 14(82.3) 17 [74]
Paulicéia-Sao Paulo 35(25) 140 [75]
Sao Paulo 64(17.6) 363 [76]
Area endémica Piracicaba 110(44.5) 247 [77]
Area no endémica Piracicaba 73(28.4) 257
Maranhao 152(58.9) 258 [78]
Espiritu Santo 2(20) 10 [79]
Bahia 17(24.6) 69 [80]
Llanos Orientales 7(2.85) 246 [81]
Villeta-Cundinamarca 25(33.8) 74 [82]

Colombia Villeta-Cundinamarca 26(16.3) 159 [83]
Uraba antioquefio 58(45.7) 127 [84]
Uraba antioquefio 42(30.9) 136 [85]
El Tambo-Cauca 33(84.6) 39 [86]
Panama El Valle de Anton, Coclé 14(70) 20 [87]
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Anaplasma phagocytophilum

Bacteria Gram negativa intracelular obligada del filo Proteobacteria; orden Rickettsiales,
familia Anaplasmataceae, pleomorfica con un tamafio variable entre 0.2—1.6 ym que tiene
como células blanco los neutréfilos. En la célula blanco forma dos tipos de estructuras
conocidas como moérulas las cuales corresponden a macro-colonias y los cuerpos
reticulares, los cuales son formas pequefias y densas. A. phagocytophilum es el agente
causal de la anaplasmosis granulocitica que previamente era nombrada como ehrlichiosis
granulocitica, ya que se encontraba clasificada en el género Ehrlichia con los nombres

cientificos de Ehrlichia phagocytophila o Ehrlichia equi [22,88].

La bacteria es cosmopolita, reconocida como zoondética y puede afectar un amplio rango
de hospederos silvestres, sinantropicos y domésticos, verbigracia rumiantes, caninos,
équidos, roedores pequefios e incluso a los seres humanos. El mantenimiento de su ciclo
en algunos paises es similar a la enfermedad de Lyme, ya que sus reservorios son
Peromyscus leucopus (ratén de patas blancas) y Odocoileus virginianus (venado de cola
blanca), ademas su transmision es dada por garrapatas del género Ixodes, tales como
especies del complejo I. ricinus. A diferencia de Rickettsia spp., A. phagocytophilum
presenta transmision trans-estadial, pero no trasn-ovarica, por lo cual su ciclo depende de
la bacteremia persistente y de la infeccién en una alta proporcion de los hospederos y

garrapatas [89].

La anaplasmosis granulocitica es una de las enfermedades del orden rickettsiales mas
severas en los équidos. Los animales presentan signos clinicos de fiebre, apatia, anemia,
cojera, trombocitopenia y leucopenia, los cuales pueden conllevar a muerte del animal por
hemorragias, trombosis, lesiones vasculares proliferativas y necrotizantes, entre otras
[90,91]. EIl tratamiento de eleccion es la administracion de antibiéticos, como la doxiciclina

y las oxitetraciclinas [92]

En América la infeccion en los équidos se ha reportado en Canada, Estados Unidos,
Guatemala y Brasil, pero en el resto del continente su estudio es incipiente, pese a que se
reconoce por estudios serolégicos y moleculares, la circulacién de la bacteria en humanos
y en otros animales [93-96]. Por ejemplo, en Brasil se ha detectado en caninos y en las
garrapatas A. cajennense y Rh. sanguineus s.l. [96,97] y en Colombia se ha reportado
una seroreactividad del 20% en humanos [98]. Estos hallazgos indican la necesidad de
explorar la eco-epidemiologia de A. phagocytophilum en el continente americano y es

posible suponer que, al igual que lo declarado por Mauro y colaboradores en ltalia, los
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équidos podrian ser considerados como centinelas epidemiolégicos, dada su soélida y
concreta respuesta inmunoldgica contra A. phagocytophilum [99].

Ehrlichia spp.

El género Ehrlichia se compone de bacterias Gram negativas intracelulares obligadas,
qgue al igual que el género Anaplasma, se clasifican en el filo Proteobacteria, orden
Rickettsiales, familia Anaplasmataceae y que afectan las células leucocitarias como
neutrofilos o mononucleares. Son bacterias pleomorficas que forman moérulas y cuerpos
reticulares. En este género se encuentran las especies Ehrlichia canis, Ehrlichia
chaffeensis, Ehrlichia ewingii, Ehrlichia muris, Ehrlichia minesensis y Ehrlichia
ruminantium, las cuales tienen ciclos enzoo6ticos que involucran la trasmision por diversas

especies de garrapatas del género Amblyomma y Rhipicephalus [100].

Este género tiene una distribucion mundial y afecta diversos animales silvestres,
domésticos e incluso el hombre, causando entidades como la Ehrlichiosis Monocitica

Humana por E. chaffeensis y la Ehrlichiosis canina por E. canis [22].

En el continente americano se ha reportado diversas seropositividades en humanos y
caninos, hallazgos moleculares e incluso aislamiento de la bacteria en diversos animales
y garrapatas [101-104]. En los équidos no se han reportado enfermedades por Ehrlichia
spp. Y estos animales tampoco se han relacionado como hospederos de esta bacteria,
aunque se han encontrado evidencias seroldgicas y moleculares de su infeccion. En
Estados Unidos se han encontrado équidos seroreactivos en Oklahoma con frecuencias
del 8.75 (21/240) y 24.7% (18/73) [29,105]. En Brasil se han encontrado équidos reactivos
para Ehrlichia entre 27.4% (52/190) y 62.5% (10/16), e incluso ADN de este género
[106,107]. En Nicaragua se encontré un 55% (51/92) de animales positivos por pruebas
serolégicas y en cuatro de estos caballos, ADN de una nueva especie de Ehrlichia con
desconocido potencial patogénico [108]. Estudios recientes sugieren que los hallazgos
moleculares de Nicaragua y Brasil son similares, sugiriendo la circulacién de la misma
bacteria [109]. Estas evidencias indican la circulacién de la bacteria, aunque con un
panorama por explorar.

Borrelia burgdorferi s.I.

Borrelia burgdorferi es un complejo de bacterias Gram negativas del orden Espiroquetales
y familia Borreliaceae, de forma de espiral y con un tamafio entre 0,2-0,5 um de ancho y
10-30 um de largo [88]. Las especies mas reconocidas son B. burgdorferi sensu stricto en

Norteamérica y Borrelia afzelii, Borrelia garinii, B. burgdorferi, Borrelia spielmanii, y
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Borrelia bavariensis en Europa [15]. Esta bacteria es el agente causal de la enfermedad
de Lyme, la cual es una de las infecciones transmitidas por garrapatas mas comunes en
el mundo y que tradicionalmente se ha reportado en zonas templadas del hemisferio norte
[88].

La enfermedad es mantenida en la naturaleza en ciclos enzodticos que involucran
garrapatas del género Ixodes y mamiferos. En Canada y Estados Unidos el vector son las
garrapatas del complejo de |. ricinus, especificamente Ixodes pacificus en la costa oeste e
Ixodes scapularis en la costa este [15]. Entre los mamiferos involucrados se incluyen los
venados y roedores pequefios como el ratbn de patas blancas. En el ciclo de la
enfermedad, otros mamiferos pueden ingresar de manera accidental como es el caso del
hombre y animales domésticos. En el hombre y en otros animales, la enfermedad es
multisistémica y se presenta con alteraciones a nivel cutaneo, nervioso, articular e incluso

cardiaco [15].

La bacteria en zonas endémicas puede afectar caballos, asnos y mulas. En estos
animales, la infeccibn se da posterior a la transmisién por las garrapatas adultas
infectadas durante procesos de fijacion y alimentacion por tiempo superiores a 24 horas
[14]. Las manifestaciones clinicas son multiples y pueden ser leves o severas, como por
ejemplo pérdida de peso, cojera esporadica, rigidez, artritis, hinchazon de las
articulaciones, dolor muscular, hepatitis, laminitis, fiebre, aborto, uveitis; y manifestaciones

neurologicas como encefalitis e incluso neuro-borreliosis [110].

La transmision de la enfermedad de Lyme en humanos o en équidos de América se ha
reconocido en Canada y Estados Unidos [14]. En otros paises del continente tales como
Argentina, Colombia, Brasil, Bolivia, Chile, México, Perd y Venezuela, se han dado
reportes de la enfermedad de Lyme por clinica y pruebas serolégicas [18,111-114],
incluso en Brasil se ha designado como un sindrome similar a Lyme o sindrome de
Baggio-Yoshinari [115]. Pese a la evidencia clinica y serolégica en Suramérica, hasta
hace poco tiempo la busqueda de la bacteria habia sido infructuosa [116]. Estudios en los
Ultimos afios han revelado la presencia de la bacteria por pruebas moleculares e
inmunohistoquimica en Brasil, México y Argentina [16-18], lo cual puede indicar la
necesidad de ampliar el panorama epidemiolégico y la investigacibn sobre esta

enfermedad en el continente, dada su circulacion.
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Coxiella burnetii

Es una bacteria pleomorfica con un tamafio de 0.3 a 0.7 um, intracelular obligada, Gram
negativa del filo Proteobacteria; orden Legionellales y familia Coxiellaceae, que puede ser
transmitida por garrapatas pero que principalmente se transmite por otras vias, como por
contacto con aerosoles y membranas fetales, fluidos vaginales, leche y demas
excreciones de animales infectados La bacteria se ha reportado en todos los géneros de
garrapatas de la familia Ixodidae (Ixodes, Rhipicephalus, Hyalomma, Haemaphysalis,
Dermacentor y Amblyomma [88].).

Los bovinos, caprinos y ovinos son los animales domésticos comunmente infectados, pero
también se ha reportado en gatos, caballos, caninos, conejos, cerdos y animales silvestre,
los cuales pueden dispersar la bacteria a otros animales e incluso al hombre [23].

La fiebre Q es la enfermedad causada por C. burnetii. Tiene una distribucién mundial y se
caracteriza por afectar diferentes mamiferos en los cuales puede cursar de forma
subclinica o causar muy manifestaciones variadas. En los humanos puede presentarse
con fiebre autolimitada, neumonia, endocarditis, hepatitis, encefalitis, entre otras
manifestaciones. En América se ha reportado en paises como Canada, Estados Unidos,
México, Colombia, Brasil, Argentina y Uruguay, a través de serologia y clinica en
humanos y animales domésticos [23,117]

En los équidos las infecciones con C. burnetii han sido poco investigadas. Las
manifestaciones reproductivas como el aborto son las mas reportadas, y a través de
infecciones experimentales, se han reconocido otras como la fiebre, la depresion, la
conjuntivitis, la gastritis catarral, la enteritis y las infecciones pulmonares [118,119].

En América se reconoce la circulacion de la bacteria en varios animales domésticos, pero
son escasos los estudios en los équidos. Uno de los pocos estudios realizados se
desarrollé en Canada donde se reportd una frecuencia de 0,1% caballos seropositivos
[119]. La presencia de esta bacteria en los équidos debe sugerir la vigilancia de la fiebre

Q, ya gue pueden ser una fuente de infeccién para otros animales incluyendo el hombre.

Conclusiones

Los hallazgos de esta revisibn muestran la diversidad de especies de bacterias que
pueden ser transmitidas por garrapatas en équidos del continente americano. Se
reconoce el papel potencial de los équidos como centinelas, en los casos de B.
burgdorferi, Rickettsia spp y A. phagocytophilum. La denominacién de centinelas

permitiria detectar potenciales areas de riesgo para la circulacion de estos agentes. Se
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debe explorar el papel en los équidos de los deméas agentes bacterianos transmitidos por
garrapatas como Ehrlichia spp. y C. burnetii

Se evidencia de manera general el desconocimiento del panorama epidemiolégico en el
campo de la salud humana y equina de los agentes bacterianos transmitidos por
garrapatas en América, lo cual abre la posibilidad de su exploracién, descripcion y
vigilancia. Esto se aplica especialmente para Colombia donde el conocimiento es
incipiente y requiere de mayores estudios desde los enfoques eco-epidemioldgicos que
ofrezcan un abordaje holistico y un enfoque de Una Salud, particularmente utilizando
herramientas estratégicas como la vigilancia centinela.

La emergencia de algunos de estos agentes soporta la necesidad de la vigilancia
epidemiolégica en los hospederos, con el fin de generar medidas de prevencién y control

de este tipo de infecciones que pueden afectar la salud humana y animal.
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Capitulo 2.

Evidencia seroldgica en équidos de exposicidén a Rickettsia spp. y
potenciales zonas de circulacion de la bacteria en el noroeste de

Colombia

Resumen

La rickettsiosis es considerada una zoonosis reemergente en Colombia cuya distribucion
espacial es poco conocida. Los equinos pueden considerarse como centinelas de la
circulacién de Rickettsia spp. en zonas de potencial transmision humana. El objetivo de
este estudio transversal fue determinar la proporcion de seropositividad contra Rickettsia
spp. en équidos del noroeste de Colombia, sus factores demogréficos, ecoldgicos y
potenciales areas de riesgo en équidos, basados en el papel epidemiolégico de los
equinos como centinelas de zonas de transmisién. Para este fin se us6 la técnica de
inmunofluorescencia indirecta contra diversos antigenos de Rickettsia y un analisis de
conglomerados en Sistemas de Informacion Geografica. Se encontré un porcentaje de
infeccién general del 53% (ICes0% 49,5-57,2) con valores mas altos para antigenos de
Rickettsia bellii y Rickettsia rickettsii, también para las especies de R. amblyommatis, R.
parkerii y “Candidatus R. colombianensi”. Se reportaron titulos altos de anticuerpos que
sugieren infecciones recientes y se evidencié reacciones homologas en 125 animales. Los
modelos revelaron como factores y marcadores de riesgo a las variables especies de
équido, edad, infestacion por garrapatas y clima del sitio de procedencia. Se identificaron
zonas probables de riesgo de forma diferencial para cada antigeno. Los resultados
indican una amplia circulacion de especies de Rickettsia en el noroeste del pais, lo cual

sugiere que esta zona es de posible riesgo de exposicion para sus habitantes.
Palabras claves

Centinelas, inmunofluorescencia indirecta, zonas de riesgo, fiebre manchada
Introduccion

Rickettsia es un género de bacterias Gram negativas transmitidas por artrépodos que
tienen forma cocobacilar de 0,3 a 1 um y se clasifican en el filo Proteobacterias, clase
Alfaproteobacteria, orden Rickettsiales y familia Rickettsiaceae [1]. Son bacterias
intracelulares obligadas que parasitan células eucariotas y que tiene como principal célula

blanco, en los hospedadores vertebrados, el endotelio vascular [2].
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Segun caracteristicas antigénicas y moleculares, las especies de Rickettsia se agrupan en
cuatro categorias: el grupo tifo (GT) conformado por Rickettsia prowazekii y Rickettsia
typhi; el grupo ancestral (GA) el cual incluye a Rickettsia bellii y Rickettsia canadensis; el
grupo transicional (GT) que incluye por Rickettsia akari, Rickettsia australis y Rickettsia
felis; y el grupo de las fiebres manchadas (GFM) constituido por mas de 20 especies,
incluyendo los patdégenos transmitidos por garrapatas, Rickettsia rickettsii y Rickettsia
conorii [3,4].

Varios agentes de GFM transmitidos por garrapatas se han descrito como agentes de
enfermedades humanas en las Américas. Entre estos, R. rickettsii que es la especie mas
virulenta del GFM y es el agente etiolégico de la Fiebre Manchada de las Montafas
Rocosas (FMMR), que también ha recibido como denominacién Fiebre de Tobia en
Colombia y Fiebre moteada Brasilera en Brasil [4]. Esta enfermedad a su vez es
considerada una zoonosis importante en salud publica, presentando tasas y porcentajes
de letalidad menores al 0.5% en paises como Estados Unidos y hasta de 54% en
Colombia [5,6]. Esta bacteria tiene distribucion a través del continente americano en
varios paises, tales como Canad4, Estados Unidos, México, Costa Rica, Panamai,
Colombia, Brasil y Argentina, donde es transmitida a diferentes hospederos por las
garrapatas Dermacentor variabilis y Dermacentor andersoni en Norteamérica,
Rhipicephalus sanguineus s.l. en el sur de Estados Unidos y México, especies del
complejo Amblyomma cajennense en Centro y Suramérica, y Amblyomma aureolatum en
Brasil [7].

En la region neotropical los équidos son cominmente infestados por garrapatas, entre las
cuales se encuentra especies del complejo A. cajennense (llamado en adelante A.
cajennense sensu lato (s.l.), Dermacentor nitens y en menor grado Rhipicephalus
microplus, las cuales se han encontrado infectadas con especies de Rickettsia [8,9]. Ante
esta situacion los équidos (especialmente los E. caballus) pueden llegar a ser expuestos
con R. rickettsii y con otras especies de Rickettsia, como lo evidencian estudios
serolégicos, donde se han hallado seropositividades para agentes del GFM entre el 8% y
77% en Brasil [10-12], del 70% en Panama, y del 16.3% al 46% en Colombia [13-15].

Esta respuesta serolégica medible, aunada al hecho de que los équidos son parasitados
por multiples especies de garrapatas que pueden ser potenciales vectores de Rickettsia,
los hace potenciales centinelas de la circulacién de Rickettsia [16]. Vale aclarar que,

aunque los equinos son seropositivos a Rickettsia spp. bajo condiciones naturales, la
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infeccion experimental en E. caballus con R. rickettsii inducen seroconversion sin

alteracion clinica o rickettsemia [17].

En Colombia la rickettsiosis es una enfermedad reemergente, desatendida, y sin reporte
obligatorio, cuyos casos mas recientes se han presentado en forma de brotes o casos
aislados, en zonas como el Uraba antioquefio, en el corregimiento de los Cdérdobas
(Cordoba), y en Villeta (Cundinamarca), pero se sospecha que su distribucion es mas
amplia. Considerado lo anterior, a que existe un tratamiento efectivo con doxiciclina, la
gue limita las secuelas y potenciales muertes pero que requiere identificar las zonas de
circulaciéon de la bacteria, y a la utilidad de los equinos como centinelas, nos propusimos
determinar la proporcion de seropositividad contra Rickettsia spp. en équidos del noroeste
de Colombia, sus factores demogréaficos, ecoldgicos y potenciales areas de riesgo,
teniendo como hipétesis que la seropositividad en los équidos esta relacionada con

factores demograficos y ecoldgicos de los animales.

Metodologia

Tipo y sitio de estudio

Se realizé un estudio analitico transversal en la planta de beneficio de équidos La
Rinconada, ubicada en el municipio de Rionegro, Antioquia la cual recibe animales de los
departamentos de Antioquia y la Costa Caribe. EI muestreo se realizé durante junio de
2015 a junio 2016.

Célculo de la muestra

Se realiz6 un muestreo por conveniencia con una muestra esperada de 497 animales, la
cual fue calculada considerando una poblacion establecida de 26.000 équidos procesados
en la Planta en un afio, un nivel de confianza del 95%, un error por efecto del disefio del
1.2%, un error muestral de 4,6%, una frecuencia esperada de 46% y un 10% adicional por
pérdidas (EPIDAT 4.0) [14]. El muestreo fue ejecutado durante un afio con un muestreo

de 12 animales en promedio por semana.

Criterios de inclusion
Se incluyeron équidos que tuvieran guia de movilizacion del Instituto Colombiano

Agropecuario (ICA).

Criterios de exclusion
Se excluyeron animales en malas condiciones de salud segun criterios clinicos de los

médicos veterinarios, que fueran salvajes, que representaran algun peligro para las
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personas que recolectaran las muestras, que no contaran con guia de movilizacién o que

estuvieran proximos al proceso de faenado.

Recoleccion de las muestras
A cada animal se le realiz6 una puncioén de la vena yugular para obtener sangre y las
muestras se sometieron a centrifugacion, 2500 g por 10 minutos, para la separacion del

suero.

A los équidos se les determind los datos de especie, edad siguiendo claves dentales [18],
sexo, puntaje de condicién corporal [19], presencia de infestacion por garrapatas,
especies de garrapatas clasificadas por claves dicotébmicas [20], municipio y
departamento probable de origen (segun la guia de movilizacién de animales ICA). Los
datos de las variables ecoldgicas por municipio se obtuvieron a partir de la capa climatica
de Lang 2012 del Sistema de Informacion Ambiental de Colombia SIAC
(http://www.siac.gov.co/catalogo-de-mapas) y de la capa de ecoregiones terrestres de
World Wild Fund for Nature [21].

Dada la dinamica de transporte de los animales a la planta, sélo fue posible considerar el
sitio de origen como probable, dado que en algunas ocasiones los transportadores
recogian animales en la via de traslado, lo cual, segun lo relatado por ellos, nos da para
considerar una incertidumbre entre el 0-15% del origen en los lotes del animal. Este sesgo
se tratd de controlar muestreando dias especificos de llegada de los transportistas para

confirmar los datos de origen con ellos.

Pruebas seroldgicas

Las muestras de suero fueron probadas por inmunofluorescencia indirecta (IFI) usando
placas antigenadas con diferentes especies de Rickettsia siguiendo a Horta et al. (2004) y
Ueno et al. (2016), producidas en el Laboratorio del Doctor Marcelo Labruna (Universidad
de Sao Paulo) en cultivos de celular Vero infectadas y mantenidas con medio RPMI 1640
(Gibco®) suplementado con suero de ternero (HyClone™) al 10% y disponiendo 10 ul de
células infectadas en laminas de 12 pozos [1, 12,17]. Los antigenos utilizados para cada
suero (dado que los animales podian haber tenido contacto con varis especies de
Rickettsia) fueron R. rickettsii cepa Taiacgu, R. parkeri cepa At24, R. amblyommatis cepa
Ac37, R. belli cepa CL y “Candidatus Rickettsia colombianensi” cepa Brasil. A las
muestras positivas (titulo =64) se les determiné el punto final en diluciones seriadas

dobles, utilizando en las laminas 10ul de la dilucién de suero e incubando 30 minutos.
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Como anticuerpo secundario se us6 un IgG anti-caballo comercial marcado con FITC
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.). Las muestras de suero se probaron inicialmente
a la dilucion 1:64. A las muestras positivas en el tamizaje inicial se les realizo la
determinacion de los titulos finales. La prueba se us6 segun valoraciones previas
estandarizadas en el laboratorio. Se utilizaron sueros de E. caballus del estudio de Ueno
et al. (2016), como controles positivo y negativo, los cuales se agregaron a cada lamina
de IFI. Los sueros que mostraron un titulo de anticuerpos para una especie de Rickettsia
al menos cuatro veces mayor que los titulos observados para las otras especies, se
consideraron que presentaban una reaccién homadloga a la primera especie de Rickettsia
0 a un genotipo muy relacionado, como fue descrito previamente como los Antigenos

Probables Involucrados en Reaccion Homologa (APIRH) [12,17].

Analisis estadistico

Todas las variables se establecieron en categorias y se les realiz6 un andlisis descriptivo
utilizando frecuencias absolutas y relativas, un analisis bivariado de la infecciéon en los
équidos por prueba Chi-cuadrado. El desenlace o variable dependiente fue definida como
équido con presencia (titulo 264) o ausencia (titulo <64) de anticuerpos contra Rickettsia
por la prueba de IFI. Los titulos finales de las muestras para las diferentes especies de
Rickettsia se describieron a través del calculo de la media geometria y el grafico de cajas
y bigotes. Las variables con un valor p menor o igual a 0.25 (criterio de Hosmer y
Lemeshow) se incluyeron en el analisis multivariado, que consistié en una regresion log-
log complementaria multinivel y se consideré el municipio probable de origen como
componente aleatorio. Se consideraron variables a nivel individual como especie, edad
por cuartiles, sexo, lugar de origen, puntaje de condicibn corporal, infestacion por
garrapatas, y a nivel ecoldgico (clima y ecorregion). Se us6 el método de seleccién paso a
paso segun el criterio de los investigadores. Se calculé la razén de proporcion (RP) cruda
y ajustada [22]. Los analisis se realizaron con los paquetes estadisticos SPSS v21 y
Stata v15.0

Analisis por sistemas de informacién geogréfica

Con el fin de explorar la presencia de conglomerados de casos seropositivos en el
noroeste Colombia y asi identificar potenciales zonas de muestreo posterior, se realizé un
analisis espacial en el programa SatScan 9.6 (www.satscan.org, 2018) [23], basada en un
modelo Poisson para detectar conglomerados espaciales significantes (p<0.05), partiendo

de la hipoétesis nula de que no hay mayor proporcion de casos en los conglomerados que
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fuera de ellos. El programa ademas indica el riesgo relativo de cada conglomerado
respecto a los demas sitios de estudio. El andlisis se realizo a las muestras a las cuales
se logré definir APIRH a través de la diferencia cuadruple entre los titulos de los
anticuerpos con las diferentes especies y ajustando los datos poblacionales de équidos
por los datos municipales del censo del ICA para el afio 2016
(https://www.ica.gov.co/Areas/Pecuaria/Servicios/Epidemiologia-Veterinaria/Censos-

2016/Censo-2016/Equidos-por-Muni-y-Dpto-2016.aspx). Los datos de los conglomerados

se ubicaron espacialmente en el software Qgis 3.0.1.

Consideraciones éticas
El proyecto cumple con las directrices del Comité de Etica en Experimentacién Animal de
la Universidad de Antioquia, segun consta en el acta 72 de 2014.

Resultados

Generales

El proceso de muestreo fue realizado durante un afio con un total de 48 salidas de campo
y 649 animales muestreados. Estas muestras fueron representadas por 54% de E.
caballus, un 41% de E. asinus y un 5% de E. asinus x E. caballus. Del total de los
animales muestreados un 50% eran hembras y 50% machos, con una edad promedio de
11 afos (rango 0.2-30 afios). Un total de 19% fueron animales jovenes (<5 afios), un 63%
fueron adultos (5 y 18 afios) y 19% fueron mayores (>18 afios). Los animales provenian
de seis probables departamentos, que de mayor a menor porcentaje fueron Coérdoba
(60%), Antioquia (24%), Sucre (8.6%), Bolivar (5.4%), Magdalena (3.4%) y Atlantico
(1.5%). Se obtuvieron muestra de 28 municipios probables, los cuales segun el
departamento de origen fueron: Antioquia (Anza, Arboletes, Caceres, Caucasia, Mutata,
Puerto Berrio, San Carlos, Taraza, Turbo y Urrao), Cérdoba (Canalete, Cereté, Lorica,
Monteria, Planeta Rica, Sahagun, San Carlos y Valencia), Sucre (Majagual, Ovejas,
Sincelejo, Told y Toluviejo), Bolivar (Clemencia, Morales y Turbaco), Atlantico

(Barranquilla) y Magdalena (Tenerife).

Un 59% de los équidos se encontraron infestados con garrapatas de las especies D.
nitens (n=307), A. cajennense s.l. (n=133), Rh. microplus (n=58) y A. ovale (n=1), esta
Gltima garrapata fue encontrada en un E. asinus proveniente del municipio de Taraza
(Antioguia). Se encontré una diferencia entre la infestacion y la especie de équido, debido
a gue los E. asinus se encontraron con menor grado de infestacién que los E. caballus y

gue E. asinus x E. caballus (Figura 2-1)
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Figura 2-1. Frecuencia de infestacion por garrapatas segun especie de équido.
Seroldgicos

Se obtuvo un porcentaje de positividad general del 53% (ICgsy 49.5-57.2), considerando
positividad aquella reaccién para por lo menos un antigeno en la IFl. Discriminando por
cada uno de los antigenos se encontré una seropositividad del 27% (172/649) para R.
amblyommatis con media geométrica (MG) de 182, del 38% (247/649) para R. bellii con
una MG de 188, del 22% (146/649) para “Candidatus Rickettsia colombianensi” con MG
de 128, del 35% (227/649) para R. rickettsii MG de 231.5, y del 18% (120/649) para R.
parkeri con MG de 134. Los titulos finales mas altos de las muestras fueron observados
para R. rickettsii y R. bellii con valores hasta 8192, seguido de R. amblyommatis hasta
4096, R. parkeri hasta 2048 y “Candidatus R. colombianensi” hasta 1024 (Figura 2-2).
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Figura 2-2. Gréfico de cajas y bigotes que describe la dispersion de los titulos de
anticuerpos por cada especie de Rickettsia analizada. Se realizé transformacion

logaritmica del eje y.

Teniendo en cuenta la diferencia cuadruple entre los titulos de los anticuerpos, se
determinaron los APIRH en 125 muestras, de las cuales 72 correspondian a R. bellii, 30 a
R. rickettsii, 11 a R. amblyommatis, 9 a “Candidatus R. colombianensi’ y 2 a R. parkeri. El
analisis segun los municipios probables de origen indica una seropositividad en todos los

municipios con unos valores que varian entre 10 al 80% (Tabla 2-1).

Pag. 49



Identificacion de potenciales areas de riesgo de rickettsiosis en el noroeste de Colombia a través del uso

de équidos como centinelas

Tabla 2-1. Distribucién de la seropositividad por municipio probable de origen, antigeno y APIRH

. . " R. “CaR. .
Depargament Municipio n/N (%) R. belli R. rickettsii amblyommatis  colombianensi” R parkeri APIRH
n (%) n (%) n (%) n (%) n (%)
Anza 9/12 (75) 7(58) 4(33) 5(42) - 4(33) 4 (1 R. rickettsii, 3 R. bellii)
Arboletes 10/15 (67) 7(47) 4(27) 6(40) 4(27) 1(7) 5 (2 R. amblyommatis, 3 R. bellii)
Céceres 11/15 (73) 6(40) 9(60) 3(20) 8(53) 4(27) 4 (2 R. rickettsii, 2 R. bellii)
Caucasia 7/18 (39) 5(28) 4(22) 3(17) 2(11) 2(11) 2 (1R. bellii,1 “Ca R. colombianensi”)
Mutata 4/5 (80) 2(40) 3(60) 3(60) 2(40) 2(40) 1 (1 R. amblyommatis)
Antioquia Fé‘;fr’ltg 217 (29) 1(14) 1(14) - - - 2 (1 R. rickettsii, 1 R. bellii)
San Carlos 5/12 (42) 2(17) 2(17) 1(8) 2(17) - 1 (1 R. rickettsii)
Taraza 6/9 (67) 4(44) 4(44) 3(33) 3(33) 2(22) 4 (2 R. rickettsii, 2 R. bellii)
9 (4 R. rickettsii, 1 R. amblyommatis,
Turbo 32/57 (56) 19(33) 21(37) 16(28) 13(23) 14(25) 3R, bellii, 1 R. parkeri)
Urrao 4]7 (57) 4(57) 1(14) 2(29) 2(29) 1(14) 3 (2 R. bellii, 1"Ca R. colombianensi”)
Atlantico Barranquilla 1/10 (10) - 1(10) - - - 1 (1 R. rickettsii)
Clemencia 4/13 (31) 4(31) 2(15) 1(8) 1(8) 1(8) 1 (1 R. belli))
Bolivar Morales 5/12 (42) 3(25) 4(33) 1(8) 4(33) 1(8) -
Turbaco 4/10 (40) 2(20) 3(30) 3(30) 2(20) 3(30) -
4 (2 R. rickettsii, 2 “Ca R.
Canalete 16/40 (40) 12(30) 14(35) 11(28) 10(25) 4(10) colombianensi’)
Cereté 10114 (71) 7(50) 8(57) 7(50) 4(29) 3(21) 4@2R. ”Ckeui”éTe'”;"i‘)mb'yomma“s’
Lérica 15/21 (71) 12(57) 10(48) 10(48) 9(43) 8(38) 3 (3 R. bellii)
Majagual 5/7 (71) 2(29) 3(43) 1(14) 2(29) 2(29) 1 (1 R. parkeri)
. p 47 (8 R. rickettsii, 5 R. amblyommatis,
Coérdoba Monteria 109/209 (52) 82(39) 69(33) 57(27) 41(20) 38(18) 33 R. bellii1 “Ca R. colombianens’)
Planeta 11 (2 R. rickettsii, 6 R. bellii,3 “Ca R.
Rica 20/32 (63) 13(41) 13(41) 3(9) 7(22) 2(6) colombianensi’)
Sahagun 16/23 (70) 15(65) 13(57) 7(30) 4(17) 6(26) 5 (5 R. bellii)
San eaios 12120 (60) 8(40) 10(50) 9(45) 8(40) 5(25) 3 (3 R. rickettsii)
Valencia 5/10 (50) 2(20) 4(40) 3(30) 5(50) 2(20) 1 (1 R. amblyommatis)
Magdalena Tenerife 6/22 (27) 3(14) 3(14) 3(14) 5(23) 3(14) 2 (1 R. bellii,1 “Ca R. colombianensi”)
Ovejas 3/6 (50) 3(50) 117) - - - 2 (2 R. bellii)
Sucre Sincelejo 8/10 (80) 6(60) 5(50) 8(80) 4(40) 5(50) 1 (1 R. rickettsii)
S. de Told 8/12 (67) 8(67) 6(50) 5(42) - 4(33) 3 (1 R. amblyommatis, 2 R. bellii)
Toluviejo 9/21 (43) 8(38) 5(24) 1(5) 4(19) 3(14) 1 (1 R. bellii)
125 (72 R. bellii, 30 R. rickettsii, 12 R.
Total 346/649 (53) 247 (38) 227 (35) 172 (27) 146 (22) 120 (18) amblyommatis, 9 *CaR.

colombianensi”,
2 R. parkeri)
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Tabla 2-2. Descripcién por departamento de las variables incluidas en el andlisis multivariado y razén de prevalencia.

Variable Antioquia Atlantico- Bolivar Cérdoba Sucre RP (IC95%) N=649  valor p
(n=157) Magdalena (n=35) (n=369) n(%) (n=56) n(%)
n(%) (n=32) n(%) n(%) n(%)
Especie de E. asinus 55 (35) 30 (94) 23 (66) 136 (37) 23 (41) Ref <0.001
équido E. caballus 92 (59) 1(3) 7 (20) 221 (60) 30 (54) 2.25 (1.95-2.53)
E. asinus x E. 10 (6) 1(3) 5 (14) 12 (3) 3 (5.0 1.87 (1.29-2.47)
caballus
Edad 0-7 36 (23) 17 (53) 6 (17) 95 (26) 15 (27) Ref <0.001
cuartiles 8-12 32 (20) 10 (31) 11 (31) 114 (31) 13 (23) 1.8 (1.41-2.21)
(afos) 12-15 39 (25) 3(9) 8 (23) 78 (21) 13 (23) 2.14 (1.71-2.55)
>15 49 (31) 2 (6) 10 (29) 80 (22) 15 (27) 2.14 (1.72-2.54)
Infestacion Ausente 62 (40) 25 (78) 20 (57) 140 (38) 22 (39) Ref <0.001
garrapatas Presente 95 (60) 7(22) 15 (43) 229 (62) 34 (61) 1.5(1.3-1.7)
Infestacion A. Ausente 112 (71) 31 (97) 26 (74) 297 (80) 50 (89) Ref 0.001
cajennense Presente 45 (29) 1(3.0) 9 (26) 72 (20) 6 (11) 1.3(1.11-1.49)
s.l.
Infestacion D. Ausente 86 (55) 26 (81) 26 (74) 182 (49) 22 (39) Ref <0.001
nitens Presente 71 (45) 6 (19) 9 (26) 187 (51) 34 (61) 1.33 (1.15-1.5)
Clima Arido - 32 (100) 12 (34) - - Ref 0.002
Semi-arido - - 23 (66) 349 (95) 49 (88) 1.98 (1.29-2.75)
Semi-himedo 116 (74) - - 20 (5.0) 7(12) 2.08 (1.34-2.88)
Humedo 27(0.17) - - 20 (5.4) 7(12) 2.17 (1.26-3.13)
Superhimedo 14(8.9) - - - - 2.62 (1.5-3.48)
Ecoregion Sistema 16 (10) - - - - Ref 0.11
montafioso
tropical
Bosque seco - 10 (31) 23 (66) - 39 (70) 0.64 (0.31-1.08)
tropical
Bosque humedo 27 (17) 22 (69) - 369 (100) 10 (18) 0.94 (0.84-1.42)
deciduo tropical
Bosque lluvioso 114 (73) - 12 (34) - 7 (12) 0.85 (0.65-1.3)

tropical
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A los resultados serolégicos se les realizd un andlisis estadistico bivariado en el cual se
encontraron diferencias estadisticas para algunas variables (Tabla 2-2). Al analisis
multivariado ingresaron a nivel individual las variables infestacion por garrapatas, especie
y edad por cuartiles, y a nivel ecoldgico las variables anteriores mas el clima (Tabla 2-3).
El modelo mostr6 como factores de riesgo a las variables infestacion y clima y como
marcadores de riesgo, la especie del animal y la edad. Se indica mayor riesgo de
seropositividad en los animales si eran E. caballus o E. asinus x E. caballus de edad
mayor, infestados con garrapatas y de zonas climaticas humedas. El valor p de la
varianza del modelo nos indica que en cuanto a la seropositividad existe variacion entre
los municipios, evidenciando que puede haber diferencias sustanciales entre las regiones

de estudio con relacion al desenlace.

Tabla 2-3. Factores y marcadores de riesgo asociados con la seropositividad para

Rickettsia en équidos. Regresion Log-log complementaria multinivel.

Modelo nulo Modelo 1 Modelo 2
Variable RP 1C(95%) Vagor RP IC(95%)  valor p RP 1C(95%) valor p
Infestacion por 142(116- 001 | 1.42(1.15-1.74) 0.001
garrapatas 1.71)
. L 1.26 (1.1-
Especie de équido 1.43) 0.001 1.28 (1.12-1.46) <0.001
Edad cuartiles 1.19 (1.09-
(afios) 1.31) <0.001 1.19 (1.08-1.31) <0.001
Clima 1.15(1.01-1.3) 0.034
Varianza (error 8.78x10-
estandar) 0.74 (0.06) 0.002 | 0.02(0.047) <0.001 33(2.03x10-17) <0.001
AIC 898.2062 832.3543 827.8384
BIC 907.157 854.7083 832.3543

Andlisis espacial de los resultados serol6gicos

Cuando se hizo la exploracion para el riesgo de seropositividad por el género Rickettsia,
se identificaron cinco conglomerados, dos ubicados en los municipios de Cérdoba, Sucre,
Bolivar, y que se sobreponen en el suroeste de Coérdoba. Para estos conglomerados se
obtuvieron valores de riesgo indicado por la Razdn de Prevalencia (RP) de 2.07 (ICgs%
1.39-3.08) y de 2.45 (ICgs% 1.94-3.1). El tercer y cuarto conglomerado se ubicaron en el
departamento de Antioquia en la region del Bajo Cauca y en el sur con unos RP de 2.5
(ICos% 1.04-6) y 3.61 (ICgs0 1.77-7.35), respectivamente. El Gltimo conglomerado se ubicé
en el municipio de Antioquia con un RP de 2.47 (ICgsy 1.43-4.28) (Figura 2-3).

En este andlisis se identificaron conglomerados con diferencia significativa para R.

amblyommatis en la regién del Uraba con un RP de 13.5 (ICgs% 1.56-116.8), y R. bellii en
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el municipio de Monteria RP de 4.1 (ICgsy 2.31-7.18). Para la seropositividad de R.
rickettsii, de otro lado, fue detectada en gran parte del suroeste de la region estudiada que
se extiende a la region pacifica con un RP de 3.3 (ICes% 1.1-10.98) y en los centro-oeste
de Cordoba y Sucre con un RP de 6.8 (ICgs% 1.39-33.34). Para el riesgo de seropositividad
para “Candidatus Rickettsia colombianensi” y R. parkeri no hubo diferencia significativa
por lo cual la proporcion de positivos dentro de los conglomerados y fuera de estos, no fue
diferente.

Figura 2-3. Conglomerados espaciales segun la seropositividad en équidos para cada
especie de Rickettsia. En azul se presentan los resultados para R. amblyommatis, en
verde R. belli y en rojo R. rickettsii, segun los hallazgos positivos por APIRH. En naranja
se presentan los resultados para todas las especies de Rickettsia. Los municipios
probables de origen se representan como circulo negro.

Discusion

En este estudio encontramos una seropositividad de los équidos del noroeste de
Colombia contra Rickettsia. Investigaciones previas han vinculado principalmente los E.
caballus como centinelas de la circulacion de la bacteria, en estos resultados se identifica
gue otros équidos, como E. asinus y sus hibridos, también presentan evidencia serolégica
de exposicion. En los estudios previos en équidos realizados en zonas endémicas en el
pais, R. rickettsii se ha utilizado como antigeno, resultando seropositividades que van
desde 21% hasta 46% [14,24], lo cual nos puede sugerir de manera general que los
municipios de estudio pueden ser considerados, en su mayoria, como probablemente
endémicos para rickettsiosis, lo cual estd en consonancia con resultados previamente

publicados en lItalia y Brasil, en los cuales se ha sugerido que sitios con frecuencias
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superiores al 40% en animales, son indicativos de endemicidad en humanos [10,25,26].
Aunque los datos de casos en humanos son restringidos a pocas localidades, se requiere
para estudios posteriores ya que darian una idea mas completa del escenario
epidemiolégico de esta dolencia en el noroeste del pais [14,27].

Estos resultados sugieren una amplia circulacion de R. belli o una especie
antigénicamente similar en la zona, lo cual corresponde a que es una bacteria
comunmente hallada en diferentes especies de garrapatas, por lo cual la probabilidad de
contacto con ella aumenta [28]. El segundo lugar de R. rickettsii en seropositividad es
llamativo debido, no solo, al impacto que su amplia distribucién puede tener para la
poblacién humana y animal susceptible a la infeccién (por ejemplo, caninos), debido a que
es la especie mas virulenta del género, si no también, a que previamente en algunos
municipios del area de estudio se han reportado casos letales y a que algunos casos se
solapan con otros agentes causantes de sindromes febriles [29,]. De igual manera, los
porcentajes de infeccion para las demas especies abren la posibilidad de que al igual que
sucede con los équidos, lo humanos de estas areas pueden estar expuestos a multiples
especies de Rickettsia, que son incluso de patogenicidad desconocida. Esto soporta la
propuesta de un abordaje de los estudios epidemioldgicos con multiples antigenos para

tener un acercamiento mas adecuado de la epidemiologia en la region.

El hallazgo de diversas especies Rickettsia y de garrapatas en una region donde
previamente se han reportado casos de rickettsiosis, pueden tener un impacto sobre la
epidemiologia de la enfermedad en la zona, dado que se ha propuesto que infecciones
previas con especies de virulencia media o baja pueden generar proteccion cruzada frente
a infecciones de especies con alta virulencia, funcionando como un proceso de
inmunosupresion o inmunopotenciacion, como se ha evidenciado en ensayos donde se

han infectado con especies como R. amblyommatis y posterior reto con R. rickettsia [30].

Comparando los resultados de APIRH, nuestros datos, en los cuales se encontré mayoria
de reaccion homéloga para R. bellii y R. rickettsii, difieren a lo previamente reportado en
Pantanal, Brasil donde se encontré mayor nimero para los antigenos de R. parkeri y R.
amblyommatis, y lo reportado en Panama en el cual se indicé un APIRH principalmente
para R. amblyommatis [13,31]. Por el contrario, otro estudio en Brasil presentd parcial
similitud a este reporte, al informar unos mayores valores para R. rickettsii, aunque no
sucedié lo mismo para R. bellii [25]. Las diferencias con estos estudios pueden sugerir

gue en el noroeste de Colombia el escenario epidemioldgico es diferente respecto a las
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especies circulantes y sus vectores, aunque los hallazgos para R. rickettsii ha de tenerse
especial atencion ya que como sugiere Souza et al, (2017), las éareas con altas
seroprevalencias en equinos pueden indicar riesgo para los humanos, aunque sean
consideradas areas silentes [25]. En el trabajo de Quintero et al, 2017 en el Uraba
antioquefio, ubicado en el noroeste de Colombia, se encontraron como APIRH las
especies de R. amblyommatis y R. rickettsii, siendo esta Ultima la de mayor porcentaje, lo
cual coincide con nuestros hallazgos y sugieren que esa especie u otra antigénicamente
cercana se encuentra circulando en la region, no obstante se requeriria utilizar otras
técnicas mas complejas como la inmunoadsorcion cruzada [1]. En este estudio del 2017
se utilizaron como antigenos las especies R. rickettsii, R. amblyommatis y R. parkeri, por
lo cual no podemos comparar los resultados para R. bellii que tuvo el mayor valor en

seropositividad [27].

Los titulos altos de anticuerpos encontrados (>1024) sugieren procesos de infeccion
recientes que pudieron acontecer en semanas previas a la fecha del muestreo. estas
consideraciones son derivadas de la cinética de los anticuerpos 1gG durante una infeccién
experimental realizada en E. caballus en Brasil, y asimismo refleja la circulacién activa de
diferentes especies de Rickettsia en la zona; no obstante, debe considerarse que los
équidos incluidos en nuestro trabajo no contaban con la misma dieta, edad, estado
inmunoldgico, entre otras caracteristicas que pueden afectar las produccién de
anticuerpos y la respuesta inmunoldgica, que los animales del ensayo experimental en
Brasil [17].

La identificacion de algunas zonas de potencial circulacién de la bacteria corresponde con
la distribucion de algunos casos de rickettsiosis en los municipios de Turbo, Necocliy Los
Cordobas, y con reportes previos de las especies informadas en algunos articulos
cientificos, tales como el conglomerado de R. amblyommatis que corresponde con
reportes previos de esta Rickettsia en la regién del Uraba, de igual manera ocurre para R.

rickettsii y los reportes de brotes en la misma zona (Figura 2-3) [27,30].

Los modelos multivariados nos indican que los E. caballus tienen una mayor probabilidad
de ser seropositivos respecto a los E. asinus, lo cual puede estar relacionado con que
estos Ultimos presentan menores grados de infestacién por garrapatas como previamente
se ha reportado en Brasil y que se ha vinculado con la presencia de semioquimicos en los
E. asinus que repelen su infestacion por garrapatas [12,32,33]. Respecto a la edad

podemos detectar que probablemente los porcentajes de infeccién natural en garrapata
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son bajas como la han demostrado estudios en la zona del Urab& donde se encontré un
5% de infeccion en garrapatas, lo cual se refleja en que los animales necesitan mayor
tiempo para exponerse a alguna de estas que esté infectada, y por esta razon lo animales
adultos y mayores tienen una mayor probabilidad de ser seropositivos [14].

Este modelo también sugiere que animales que provienen de climas humedos tiene
mayor probabilidad de ser seropositivos, lo cual puede estar relacionado con que es una
condicion que favorece el desarrollo de diversas especies de garrapatas que pueden ser
vectores de especies de Rickettsia. En nuestro estudio se encontraron los équidos con
cuatro especies de garrapatas, a saber D. nitens, A. cajennense s.l., Rh. microplus y A.
ovale. Las tres primeras especies han sido comunmente reportadas en Colombia y en
Brasil [34,35]; sin embargo, el hallazgo de A. ovale que tradicionalmente hace su ciclo en
pequefios roedores en sus fases inmaduras o en canidos en fases adultas, sugiere la
cercania del équido con los hospederos de A. ovale previamente mencionados o a las

condiciones ecoldgicas para su desarrollo [14,34,36,37].

Lo obtenido en los modelos deben considerarse bajo las condiciones y sesgos del
muestreo y la seleccién de la muestra, el periodo de muestreo, los probables municipios
de origen que estan limitados a departamentos especificos, debido a que no
controldbamos de cuales departamentos procedian los animales, las limitaciones de las

pruebas, entre otras razones que pueden influir en los resultados.

Los hallazgos de este estudio indican zonas probables de circulacion de Rickettsia a
través del uso de los équidos como centinelas, lo cual contribuye al conocimiento y
epidemiologia de la exposicidon de a la Rickettsiosis en el pais. Se espera que en las
zonas identificadas se apliqguen los protocolos de tratamiento con doxiciclina ante la
sospecha de rickettsiosis humana y que se realicen estudios posteriores en humanos para

complementar los resultados de este trabajo.
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Capitulo 3.

Deteccion molecular de Rickettsia spp. en garrapatas de équidos
y aislamiento de “Candidatus Rickettsia franklinii”’, una nueva

especie del grupo ancestral en el noroeste de Colombia

Resumen

Las garrapatas pueden transmitir una amplia diversidad de agentes, entre ellas estan las
bacterias del género Rickettsia, las cuales pueden ser detectadas a través de técnicas
moleculares o cultivos celulares. En Colombia se han reportado especies de Rickettsia de
los grupos de las fiebres manchadas, transicional y tifo en garrapatas en algunas areas,
pero aun se desconocen como es la frecuencia de infeccion en garrapatas del noroeste
infestando a équidos. Dado lo anterior se tuvo como objetivo determinar la proporcion de
infeccion de las especies de Rickettsia en garrapatas en el noroeste de Colombia, a
través del uso de técnicas moleculares como PCR en tiempo real y convencional, y
ensayos de aislamiento a partir de garrapatas de équidos. Se evidenci6 una proporciéon de
infeccién en las garrapatas del 2,6%. deteccion y diagndstico, que han favorecido la
identificacion de nuevas patologias o microorganismos. Se detectaron cuatro especies de
Rickettsia de los grupos ancestral, transicional y de las fiebres manchadas en el noroeste
de Colombia en garrapatas de équidos. Se detectd y aislé una especie de Rickettsia que
se propone como una nueva especie del grupo ancestral y que denominé “Candidatus R.
franklinii”. Las restantes especies fueron una Rickettsia sp. cercana a “Candidatus R.
mendelii’, R. felis y “Candidatus R. colombianensi”. Las garrapatas positivas
correspondieron a Amblyomma patinoi, Amblyomma mixtum y Rhipicephalus microplus.
Estos hallazgos refuerzan la importancia de realizar estudios adicionales para determinar
el papel de estas rickettsias y sus potenciales vectores, en la epidemiologia de la

rickettsiosis en el noroeste del pais.

Palabras claves: Garrapatas, Infestacion, Rickettsiae, pruebas moleculares, cultivos

celulares, Amblyomma cajennense

Introduccién

Las garrapatas juegan un reconocido papel como vector de diversos patdgenos para el
hombre y animales, tales como los virus, las bacterias y los protozoos [1]. Entre estos
agentes, cobran importancia las especies del género Rickettsia de los grupos ancestral

(GA), el grupo transicional (GT), y el grupo de las fiebres manchadas (GFM) [2].
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El GFM reviste especial importancia por estar conformado por algunas rickettsias
patdégenas, que causan diferentes enfermedades potencialmente mortales como la fiebre
manchada de las Montafias Rocosas (FMMR) y la fiebre manchada del Mediterraneo [3].
La fiebre manchada de las Montafias Rocosas, causada por Rickettsia rickettsii se ha
reportado en el continente americano en paises como Canada, Estados Unidos, México,
Costa Rica, Panama, Colombia, Brasil y Argentina [4]. En Colombia durante los afios de
1934 y 1936 se presentd un brote de enfermedad febril con un porcentaje de fatalidad del
95% en la localidad de Tobia (Cundinamarca) [5]. Después de este reporte, las
rickettsiosis no se siguieron reportando en el pais hasta que en 2007 se publicé un
registro de dos casos mortales retrospectivos por FMMR en Cundinamarca y se
empezaron a detectar brotes en Necocli (Antioquia) en el 2006, Los Coérdobas (Cérdoba)
en el 2007 y en Turbo (Antioquia) en el 2008, que cursaron con letalidades del 27 al 54%.
Lo anterior promovié el estudio de estos agentes en el pais, como lo evidencian los
trabajos llevados a cabo en los departamentos de Cundinamarca, Antioquia, Cérdoba, La

Guajira y Meta, entre otros [6-11].

La deteccion del numero de agentes transmitidas por garrapatas (ATG) en el mundo,
entre las cuales se cuenta las especies de Rickettsia, se encuentran en aumento debido
en parte a la mejora en los sistemas de vigilancia, deteccion y diagndstico, que han
favorecido la identificaciébn de nuevas patologias o agentes etiolégicos [12]. A lo anterior
se han sumado procesos como el cambio climético, la deforestacion, la perdida de la
biodiversidad y procesos migratorios tanto de animales como del hombre, entre otros, que

han favorecido a la dispersion y determinacién de crecientes incidencias de ATG [13,14].

Las investigaciones en Colombia gradualmente han permitido identificar la diversidad de
especies de Rickettsia circulando en las garrapatas del pais. Especies tales como R.
rickettsii, “Candidatus R. colombianensi”, R. belli, R. parkeri cepa Atlantic rainforest, R.
felis, R. amblyommatis, “Candidatus R. andeanae” y R. rhipicephali se han encontrado en
garrapatas como A. cajennense, A. ovale y Rh. microplus, entre otras [15-20];
evidenciando la presencia de diversas especies patégenas reconocidas y otras con
patogenicidad desconocida de los GA, GT y GFM, lo cual proporciona importantes
elementos en el conocimiento del escenario epidemioldgico de la rickettsiosis en
Colombia para favorecer su promocion, prevenciéon y control. A pesar de este
conocimiento, aun el panorama no es totalmente conocido en el pais, especialmente en

algunas regiones donde las investigaciones no se han realizado o son incipientes. Dadas
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las condiciones anteriores, nos propusimos en este trabajo como objetivo determinar la
proporcion de infeccién de las especies de Rickettsia en garrapatas de équidos del
noroeste de Colombia.

Metodologia

Recoleccion de garrapatas

Se realizé un estudio descriptivo donde se recolectaron garrapatas en équidos que fueron
llevados a la planta de beneficio La Rinconada (Rionegro, Antioquia) y enmarcado en el
proyecto “Equidos como centinelas de Rickettsia en Colombia” CODI 321-2014. La
recoleccién se realizdé con un esfuerzo de muestreo de siete minutos por équido (Equus
asinus, Equus caballus y Equus asinus x Equus caballus), dos minutos de los cuales
fueron destinados a la zona de orejas, crin y cola, y los minutos restantes para la parte
inferior del cuerpo del animal, con el fin de maximizar la probabilidad de encontrar
ejemplares del complejo A. cajennense. Las garrapatas se recolectaron durante un afio
(junio 2015—junio 2016), se procuré llevarlas vivas al laboratorio del grupo de
investigacion Centauro, donde se clasificaron por claves taxonémicas para larvas, ninfas y
adultos [21-23]. Las garrapatas vivas se lavaron con alcohol yodado por 10 minutos
seguido de cuatro inmersiones en PBS estéril por 5 minutos, se cortaron sagitalmente
guardando una fraccion para extraccion de ADN y la otra para ensayos de aislamiento.
Las garrapatas muertas se guardaron en isopropanol hasta el momento de extraccion de
ADN. Los ejemplares de D. nitens se almacenaron por pooles de maximo 5 garrapatas,

las restantes especies se procesaron individualmente [24].

Deteccidon molecular y aislamiento

Se realiz6 la extraccion del ADN por el método de GT siguiendo instrucciones de Sangioni
y colaboradores [25]. Para descartar inhibidores en el ADN extraido se utilizé el gen 16s
mt rRNA de garrapatas [26]. Para la deteccién molecular se realizé un abordaje por PCR
en tiempo real (QPCR) y convencional para aumentar la sensibilidad de las pruebas,
usando para tamizaje el gen de citrato sintetasa (gItA) respectivamente [27]. La qPCR se
realizé con la enzima 5x Hot Firepol de Solis Biodine® con la prueba reportada por
Labruna usando una sonda Tagman siguiendo las indicaciones de Ueno y colaboradores
(2016) [28] en el equipo AriaMx de Agilent ®. A todas las muestras positivas por gPCR se
les realiz6 PCRs convencionales para la caracterizacion y deteccion del género y/o
especie de Rickettsia.Para determinar la especie de garrapata en el caso de A.

cajennense s.l solo se usdé PCR convencional (Tabla 3.1). En cada ensayo de PCR (gPCR
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y convencional) se utilizaron dos controles negativos con agua grado molecular y como
control positivo se us6 Rickettsia massilae (especie que no se espera esté circulando en
Colombia) donado por el Dr. Santiago Nava del INTA de Argentina.

Las PCR convencionales se realizaron con la enzima TagPlatinum de Invitrogen ®. Los
genes buscados para tamizar y caracterizar las muestras , los cebadores y las
temperaturas de alineamiento se presentan en la tabla 3-1. A la fracciébn complementaria
de las garrapatas positivas por PCR se les realizdé ensayos de Shell vial en células Vero
siguiendo instrucciones previamente descritas por Pacheco y colaboradores [29]. La
técnica del Shell vial consiste en sembrar una capa de células Vero en un vial de vidrio y
poner en contacto con la garrapata triturada, esperando por 28 dias para observar el
crecimiento de Rickettsia. En caso de darse el crecimiento, se continua el mantenimiento

en monocapa en un sistema de cultivo celular tradicional.

Tabla 3-1. Lista de genes, cebadores, tamafio amplificado y temperatura de alineamiento.

Gen Cebadores Secuencia Tamaiio T Ref.
(pb) (S
16S mt rRNA 16+ CCGGTCTGAACTCAGATCAAGT 472 50 [30]
(Garrapata) 16- GCTCAATGATTTTTTAAATIGCTGTGG
12S rRNA T1B AAACTAGGATTAGATACCCT 403 53 131]
(Garrapata) T2A AATGAGAGCGACGGGCGATGT
16S rRNA fD1 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG 426 56 [32,33]
(Género Rc16S.452n AACGTCATTATCTTCCTTGC
Rickettsia)
CS5* GAGAGAAAATTATATCCAAATGTTGAT 147 60  [27,34]
CS6* AGGGTCTTCGTGCATTTCTT
6_
FAMd(CATTGTGCCATCCAGCCTACGGT
) BHO-1 3
gltA cs78 GCAAGTATCGGTGAGGATGTAAT 401 48 [27]
(Rickettsia CS323 GCTTCCTTAAAATTCAATAAATCAGGAT
grupo) CS372 TTTGTAGCTCTTCTCATCCTATGGC 617 58 [35]
CS989 CCCRAGTTCCTTTAATACTTCTTTGC
CS877 GGGGGCCTGCTCACGGCGG 381 48 [36]
CS1258 AATGCAAAAAGTACAGTGAACA
CS239 GCTCTTCTCATCCTATGGCTATTAT 834 54 [27]
CS1069 CAGGGTCTTCGTGCATTTCTT
120-M59 CCGCAGGGTTGGTAACTGC 862 54 [37]
120-807 CCTTTTAGATTACCGCCTAA
Sca5(ompB) T omB OF GTAACCGGAAGTAATCGTTTCGTAA 511 54 [39]
Rgflfe“tf;?a) rompB OR GCTTTATAACCAGCTAAACCACC
rompB SFG IF GTTTAATACGTGCTGCTAACCAA 420 56
rompB SFG IR GGTTTGGCCCATATACCATAAG
Sca0(OmpA) 190-70p ATGGCGAATATTTCTCCAAAA 61 o 13940]
(GFM) 190-701 GTTCCGTTAATGGCAGCATCT
Sca4 (Género Dif ATGAGTAAAGACGGTAACCT 928 50 [41]
Rickettsia) D928r AAGCTATTGCGTCATCTCCG
htrA (17kDa) 17KdsF GCTCTTGCAACTTCTATGTT 439 56 [42]
(Género 17KdsR CATTGTTCGTCAGGTTGGCG
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Rickettsia)

*Usados para PCR en Tiempo real
Anélisis filogenético

Los productos de amplificacién por PCR convencional se enviaron a secuenciar por el
método Sanger a Macrogen ® y fueron comparados con secuencias disponibles (>100
secuencias disponibles) a través de BLASTn (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) [43].

Los cromatogramas de secuencias nucleotidicas se editaron manualmente para verificar
los polimorfismos nucleotidicos hallados y la secuencia consenso por cada muestra fue
analizada con el software MEGA 7.0. Las diferentes secuencias fueron sometidas a
alineamientos mudltiples utilizando el algoritmo Clustal W para generar matrices de
disimilitud con las cuales se calcularon las distancias genéticas totales, se calculé el mejor
modelo de sustitucién nucleotidica y se realizaron los dendrogramas. Se construyé un
arbol consenso para las especies candidatas por el método de Neighbor-Joining con un
bootstrap de 10000. Para las demas especies se construyeron arboles con las secuencias
parciales de los genes gItA con los cebadores CS78-CS323 y Scab5(ompB) con 120-M59 y
120-807 por el método de Neighbor-Joining y Maxima verosimilitud, respectivamente y
con un bootstrap de 10000. En el material suplementario (S-1 y S-2) se presentan las
secuencias del Genbank utilizadas para la construccidon de los dendrogramas y las

secuencias obtenidas con su respectivo codigo designado en el GenBank.

Analisis estadistico

Se realiz6 un andlisis descriptivo de las garrapatas, su municipio de origen, sus
hospederos e infeccion, a través del célculo del porcentaje minimo de infeccion. Las
variables cualitativas se expresaron en frecuencias absolutas y relativas, y las
cuantitativas con medianas y sus respectivos rangos intercuartilicos. Los analisis se
realizaron en SPSS v21.0y QGIS 3.0.

Resultados

Se obtuvo un total de 3307 garrapatas, las cuales correspondian a D. nitens (n=2376),
seguido de especies del complejo A. cajennense (A. mixtum y A. patinoi) (n=760),
Rhipicephalus microplus (n=170) y Amblyomma ovale (n=1). Todas las especies se
procesaron individualmente, excepto para D. nitens de la cual se procesd por cada
municipio un aproximado de un 10% seleccionado al azar (n=543), para un total de 1474
garrapatas en 958 pooles. ElI municipio de origen y las especies de hospederos se

presentan en el Figura 3-1y la tabla 3-2.
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Se obtuvieron 38 muestras positivas por PCR convencional y tiempo real para un
porcentaje minimo de infeccion en las garrapatas del 2.6% (Figura 3-2). Por tiempo real
se identificaron 32 ADNSs positivos para una infeccion del 2.2% con una mediana de ciclo
del umbral (Ct) igual a 35.7 (Rango intercuartilico: +2.2), y por convencional se
identificaron 23 para un porcentaje de 1.6%, obteniéndose 17 muestras con amplificacién
por ambas técnicas.

De las 23 muestras obtenidas por PCR convencional, se logré obtener por secuenciacion,
un acercamiento a la especie en 16 amplicones, los cuales correspondieron a: Rickettsia
felis (n=9), “Candidatus R. colombianensi”, (n=5), una especie cercana a la “Candidatus
R. mendelii” (n=1) y una nueva especie candidata a la cual se le propone como nombre
“‘Candidatus R. franklinii” en honor a la Dra. en Quimica Fisica, Rosalind Franklin
(cientifica inglesa que realizé aportes importantes para determinar la estructura del ADN).
Vale anotar que esta Ultima candidata fue la Unica de la cual se logro el aislamiento por la
técnica del Shell vial de los 33 intentos realizados y se encuentra en el repositorio del
laboratorio del profesor Marcelo Labruna en la Universidad de Sao Paulo (Departamento
de Medicina Veterinaria Preventiva e Salud Animal — VPS, Facultad de Medicina
Veterinaria y Zootecnia — FMVZ). En las restantes siete muestras no se logré identificar la
especie por la longitud o calidad de las secuencias o de los productos.
Convenciones

& B A cajennense s./
Barranquilla D. nitens

i M R microplus
Clemencia

¥ Turbaco,
“Tenerife
“ ‘OVCJQS
Santiago de Tolu

s Toluviejo,
“LOFIC&I » . 2

Arboletes '(Cereté SEQET
Canalete San Carlos

‘ J“M%rla

Planeta Rica ‘
‘Vaiencwa ‘ r Morales
. Caucasia

Turbo

Taraza Caceres

JMutaté

4

Urraoanz4 Puerto Berrio
nza g
i San Carlos

Figura 3-1. Municipios de origen y proporciones de las especies de garrapatas

recolectadas.
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En la figura 3-3 se muestran los dendrogramas de algunas de las amplicones obtenidos,
donde se identifican que las secuencias obtenidas se agrupan en las cladas de Rickettsia
felis y de “Candidatus R. colombianensi” para el gen gItA, las restantes secuencias se
agrupan cercanas a R. bellii para el caso de “Candidatus R. franklinii” y al “Candidatus R.
mendelii” para Rickettsia sp como se puede observar en el arbol de secuencias
concatenadas. Las secuencias obtenidas se ingresaron al Genbank con los cddigos
MN817133 al MN817159 (Material suplementario S-2).

De dos garrapatas A. patinoi recolectadas en E. caballus de Monteria (Cordoba) se
obtuvieron secuencias de las especies candidatas obtenidas. De la secuencia cercana al
“‘Candidatus R. mendelii’, se lograron amplificar secuencias para los genes 16S rRNA y
gltA (CS239-CS1069), los demas genes no amplificaron (ompA, ompB, Sca4, 17kDa). En
los dendrogramas se puede identificar que estas secuencias forman una clada entre R.
canadensis del GA y R. typhi del GT. Se obtuvo para esta muestra un porcentaje de
identidad maximo del 96 y 97.1% en una secuencia de 375 nucleétidos del 16S rRNA
para las especies R. canadensis y R. typhi; y del 87.1 y 86.8% en una secuencia de 796
nucledtidos del gltA para las especies antes comparadas. Dada la longitud de la rama, los
porcentajes de identidad y el arbol filogenético, podemos sospechar que es
probablemente una nueva especie del GA pero se requiere mayor datos genéticos y
lograr el aislamiento para confirmar esta propuesta.

i Convenciones

< f . Positivo
4 Clemencia
‘ £ cabalius

¥ Turbaco
E. asinus

.

cabailus

| ’ A. cajennense
5.l
-

Santiago de Tolu ‘Rh microplus

Sincelejo

TE '
3 Sahagun
A &2 Canalete’ an Carlos.  E | gl

pteria
p 1 Planeta Rica
|78 &

% I ;

Turbo

Mutata

e

(OF: (=TI

m

Figura 3-2. Mapa donde se muestra los municipios, hospederos y garrapatas con

muestras positivas.
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Para el caso de la “Candidatus R. franklinii” se obtuvieron secuencias de los genes gltA
(1104 nucledtidos), 16S rRNA (375 nucledtidos) y 17kDa (393 nucle6tidos), obteniéndose
unos porcentajes maximos de identidad con R. bellii (la especie mas cercana de las
especies de Rickettsia) del 88.4, 98.9 y 84.5%, respectivamente. Los genes ompA, ompB,
y Sca4 no fue posible amplificarlos a partir de los cultivos y del ADN de la garrapata. Por
el arbol consenso (Figura 2-3) y siguiendo los criterios de Fournier [44] para definir nuevas
especies de Rickettsia del grupo ancestral (16S rRNA y gltA) podemos identificar que esta
nueva especie se ubica en el GA, en la clada de Rickettsia bellii.

En la tabla 3-2 se resumen las caracteristicas mas importantes de las muestras positivas

por PCR convencional

Tabla 3-2. Datos de las muestras positivas con secuencias por PCR convencional.

- Especie de — .
Cddigo garrapata Hospedero  Departamento Municipio Especie
T229 A. patinoi E. caballus Antioquia Anza C"?' R.
colombianensi
T235 A. patinoi E. caballus Antioquia Anza C"?' R.
colombianensi
T232 A. patinoi E. caballus Antioquia Anza R. felis
T311 A. patinoi E. caballus Antioquia Arboletes R. felis
T309 A. mixtum E. caballus Antioquia Céceres R. felis
T14 A. patinoi E. caballus Antioquia Mutatd R. felis
T341 A. patinoi E. asinus Coérdoba Pla_neta C"?’ R.
Rica colombianensi
T324 A. patinoi E. asinus Antioquia Turbo Cq R.
colombianensi
T523 Rh. microplus E. caballus Antioquia Turbo R. felis
T955 A. patinoi E. caballus Cérdoba Canalete R. felis
T41 A. patinoi E. caballus Cérdoba Monteria Cercana a ..Cfa R.
mendelii
T46 A. patinoi E. caballus Cérdoba Monteria “Ca R. franklinii”
T18 A. patinoi E. caballus Cérdoba Monteria R. felis
T21 A. mixtum E. caballus Cérdoba Monteria R. felis
o i , . “CaR.
TO5 A. patinoi E. asinus Cérdoba Sahagin colombianensi”
I E. asinus x . . .
T472 A. patinoi E caballus Sucre Sincelejo R. felis

Ca= Candidatus
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Figura 3-3. Dendrogramas de los genes concatenados gltA, htrA y 16S rRNA de las secuencias de las especies candidatas (A), y
para los genes gltA (B) y ompB (C) de las demas especies descritas en este estudio y de las especies de rickettsias de los GFM, GT,
GT y GA. El anadlisis fue realizado por el método de Neighbor-Joining con el modelo de sustitucibn Tamura-nei 3 parametros con
distribuciéon gamma (T92+G) para todos los arboles A y B. El arbol C se realiz6é por el método de Maxima verosimilitud con modelo
de sustitucion General Time Reversable con distribucion gamma (GTR+G). Los soportes de rama fueron generados por bootstrap
(10000 réplicas). Los dendrogramas fueron enraizados en el punto medio. Los alineamientos finales tenian un total de 1905

nucledtidos para A, 318 nucledtidos para B y 747 nucleétidos para C. El analisis fue realizado el programa MEGA 7.
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Discusion

Reportes en Colombia han demostrado la presencia de diversas especies de Rickettsia en
garrapatas. En este trabajo se encontraron garrapatas de équidos infectadas con cuatro
especies de los GA, GT y GFM. El porcentaje de infeccion minima general fue de 2.6%
(38/1474), que se puede considerar baja y que es coherente con estudios previamente
realizados en la regiéon donde se encontr6 un porcentaje del 5% en el Uraba antioquefio
[24]. Nuestro trabajo contrasta con el realizado en el departamento del Magdalena donde
se report6 un porcentaje general del 29.5% (18/61), y del 25.5% (14/55) considerando las
especies de garrapatas halladas en nuestro estudio (A. cajennense s.l., D. nitens y Rh.
microplus) [19,24]. Estos resultados pueden deberse a diferencias ecolégicas entre las
zonas de estudio, lo cual puede incluir el tipo de especie de Rickettsia y de las especies
del complejo A. cajennense que circula en la zona. Respecto a las especies de Rickettsia
halladas en el estudio del Magdalena, se detecta la presencia de R. rhipicephali que se ha
reportado previamente en Brasil infectando un 40% de Amblyomma sp. Respecto a las
especies del complejo, en ese mismo estudio se identific6 a A. mixtum como la especie
del complejo A. cajennense local, mientras que en nuestro caso fue A. patinoi la mas
representativa, lo cual puede tener un efecto sobre el mantenimiento de diversas especies
de Rickettsia [45].

Se evidencié que la mayoria de las garrapatas infectadas fueron del complejo A.
cajennense, lo que sugiere su participacién en el manteniendo de diversas especies de
Rickettsia como R. amblyommatis y no solo de R. rickettsii donde se ha vinculado como
potencial vector importante, incluso en paises como Brasil y México donde se pueden
encontrar las garrapatas infectadas [46-48]. La presencia de las especies A. patinoi y A.
mixtum en la zona de estudio es lo esperado considerando que la zona del noroeste del
pais puede ser un area de encuentro de las especies, dado que la distribucion de A.
mixtum se reporta desde el Sur de Estados Unidos hasta Ecuador, y la de A. patinoi, en el
centro de Colombia [49-51].

R. felis se ha reportado previamente en diversos artrépodos, como es el caso de las
garrapatas como A. cajennense s.l.,, Rh. sanguineus s.l., entre otras [1], e incluso en
diferentes sustratos, lo cual puede explicar el alto nimero de muestras positivas en este
estudio. En Colombia previamente se habia reportado en pulgas, pero no se tenia reporte
en garrapatas, aungue su impacto en el panorama de la rickettsiosis en el pais aln sea

incierto [52]. La patogenicidad de esta bacteria es discutida a razén de su amplia
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distribucion en diversas muestras, lo que permite soportar que posiblemente es un
simbionte, pese a que se han dado reportes de humanos infectados [53,54]. Se espera
que a futuro la evidencia cientifica soporte con mayor claridad la patogenicidad de esta
Rickettsia, por el momento podemos indicar que esta especie estd circulando en
garrapatas de équidos del noroeste de Colombia y que estudios recientes se ha
encontrado en sangre de équidos de Nicaragua [55].

Previamente en el noroeste de Colombia, especificamente en los departamentos del
Cérdoba, Antioquia y Magdalena, se reportd la “Candidatus R. colombianensi”, en
Amblyomma dissimile, A. cajennense s.l. y Rh. microplus, en el presente estudio, en la
cual fue hallada en A. patinoi. Esta bacteria del GFM parece tener una amplia distribucién,
como los demuestra sus reportes en otros departamentos del pais como Meta y
Casanare, y sus hallazgos en paises como, por ejemplo, Brasil y México [56-59]. La
ubicacion de la bacteria en el GFM nos hace sospechar de un potencial papel como un
agente que genera exposicion, infectividad o patogenicidad, lo cual impactaria en el
panorama de la rickettsiosis en el pais como puede ser inmunoproteccion o
inmunopotenciacion, maxime aun, junto con el hecho de que algunos équidos tuvieron
evidencia seroldgica de exposicidn por esta especie 0 alguna cercana como se demostr

en el capitulo anterior.

El hallazgo de dos posibles nuevas especies del GA en garrapatas de equinos amplia la
diversidad de especies en el pais. El impacto de estas posibles nuevas especies debe ser
analizada a futuro y en perspectiva de su papel en posible infeccibn en hospederos
vertebrados, esto soportado por el alto porcentaje de seropositividad en los équidos
encontrados en el capitulo previo. Se puede sospechar que al igual a lo que sucede en el
GFM, las especies del GA pueden causar respuesta inmunoldgica compartida entre las
especies del grupo [57]. Estos hallazgos sugieren la capacidad infectiva e inmunogénica
de las especies de Rickettsia del GA, pero aun es necesario descartar su capacidad
patogénica, aunque se sospeche que es ausente, como se ha propuesto para R. bellii.
Estudios experimentales en Brasil sugieren que R. belli no es patogénica y que no
protege a los hospederos vertebrados en infecciones con especies patogénicas como R.
rickettsii [61].

La “Candidatus R. mendelii” fue reportada en el afio 2016 en Republica Checa en
garrapatas Ixodes ricinus recolectadas de caninos y aves, posteriormente a este reporte,

se ha referenciado en diferentes partes del mundo como Eslovaquia, Polonia, Rumania y
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Ucrania en la misma garrapata [62—67]. Recientemente se reporté en Estados Unidos en
Ixodes brunneus recolectadas de aves [67]. En nuestro estudio encontramos una posible
nueva especie cercana a esta candidata, lo cual indica una amplia diversidad de especies
del GA.

Los resultados moleculares y los ensayos de aislamiento a partir de un espécimen de A.
patinoi permitieron identificar una nueva especie, la “Candidatus R. franklinii’, que se
ubica en el GA y es cercana a R. belli, cumpliendo con los criterios formulados por
Fournier en el 2009 [44]. Su ubicacion en este grupo puede sugerirnos un posible papel
como endosimbionte de la garrapata, sin embargo, se requieren estudios que permitan la
identificacion de elementos importantes en su ecologia, tales como su mantenimiento en

la garrapata, efecto en el hospederos invertebrados y vertebrados.

En estudios epidemiolégicos, el uso en conjunto de diferentes blancos y técnicas
moleculares, son una buena opcién para realizar la detecciéon de la bacteria, y esto
aunado a la utilizacion del aislamiento en cultivos celulares, permite lograr una adecuada
caracterizacion de las especies. En nuestro caso, estas estrategias permitieron la
deteccién y caracterizacion de diversas especies de Rickettsia, superando y abordando
las dificultades propias del modelo de infeccion, como es el caso de bajos porcentajes de
infeccién y presencia de inhibidores, vale recordar que solo se logr6 el aislamiento en un
ensayo [26,68]. En algunas muestras no fue posible obtener amplicones o productos de
adecuada calidad para la secuenciacion, debido en parte a la diferencia de la sensibilidad
de las técnicas empleadas, posible baja cantidad de ADN de Rickettsia como se puede
deducir de los Ct obtenidos en qPCR, a procesos de degradacion del ADN, a posible
divergencia en la secuencia respecto al cebador, e incluso a la ausencia de algunos

genes en las muestras procesadas [69].

A través del uso de técnicas moleculares y de aislamiento se detectaron cuatro especies
de Rickettsia en el noreste de Colombia, a saber, R. felis, “Candidatus R. colombianensi”,
“Candidatus R. franklinii” y una cercana a “Candidatus R. mendelii”. Estos hallazgos
complementan la diversidad de especies en garrapatas reportada en esa region del pais,
como R. parkeri cepa Atlantic rainforest, R. amblyommatis, y R. rhipicephali, entre otras
[17,19,70]. Es necesario realizar estudios adicionales para determinar el papel de estas
potenciales rickettsias patdbgenas y sus potenciales vectores en el escenario

epidemiolégico de la rickettsiosis en el noroeste del pais.
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Capitulo 4.

Presencia de dos especies del complejo Amblyomma cajennense
(Acari: Ixodidae), potenciales vectores de Rickettsia rickettsii y

posibles zonas de simpatria en el noroeste de Colombia

Resumen

Especies del complejo de garrapatas Amblyomma cajennense se ha considerado el vector
principal de Rickettsia rickettsii en América Central y del Sur. Los estudios en Colombia
han determinado la presencia de las especies Amblyomma patinoi y Amblyomma mixtum
del complejo A. cajennense en las regiones Andina, Caribefia y Orinoquia; pero se
desconoce las especies de este complejo que circulan en el noroeste de Colombia. Por
esta razon, se propuso como obijetivo identificar las especies del complejo A. cajennense

gue circulan en esta area.

Se realiz6 un estudio descriptivo en el cual se tomaron muestras de garrapatas de A.
cajennense sensu lato infestando équidos del noroeste de Colombia. Las garrapatas
hembra fueron identificadas de acuerdo a la morfologia de su poro genital y se
seleccionaron algunas para confirmacion genética. Se recogieron muestras de cada
municipio de origen del équido para realizar la extraccion de ADN y posterior amplificacion
y secuenciacion del gen 12S rRNA. Las secuencias fueron sometidas a un analisis

genético.

Se analizaron especimenes de 23 municipios en el noroeste del pais. Morfolégicamente
se identificaron 65 especimenes como A. patinoi y 5 especimenes como A. mixtum, los
cuales se confirmaron por pruebas moleculares. En el analisis se evidencia la circulacion
de A. mixtum y A. patinoi en diferentes municipios y la co-circulacién de ambas especies

en Lérica (Cérdoba) y Morales (Bolivar).

En el noroeste del pais se produce la circulacion simultanea de las especies A. patinoi y
A. mixtum. La distribucion simpatrica de estas dos especies en algunos municipios de la
region del Caribe podria tener efectos en la epidemiologia de la rickettsiosis en esa

region.
Palabras claves

Complejo Amblyomma cajennense, garrapatas, taxonomia, pruebas moleculares,

filogenética
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Introduccion

En afios recientes la garrapata dura neotropical Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787)
fue revisada y reclasificada como un complejo de seis diferentes especies basado en
caracteristicas biologicas, genéticas, reproductivas y morfolégicas diferenciables. Las
especies que componen este complejo son: Amblyomma mixtum Koch 1844 que se
encuentra en el sur de Estados Unidos, México, Costa Rica, Panama, Colombia y
Ecuador; Amblyomma patinoi Labruna, Nava and Beati, 2014 en Colombia; Amblyomma
interandinum Beati, Nava and Céaceres, 2014 registrada en Pert; Amblyomma cajennense
sensu stricto (Fabricius, 1787), con registros en Guyana Francesa, Venezuela y Brasil,
Amblyomma sculptum Berlese, 1888, hallada en Brasil y Argentina; y Amblyomma
tonelliae Nava, Beati and Labruna, 2014 reportada en Argentina y Paraguay [1-4].

Estas especies de garrapatas son importantes debido a sus efectos por infestacion en
animales especialmente en Equus caballus y Equus asinus, asi como en sus hibridos
(mulas); aunque también se ha reportado en cerca de 44 hospederos entre animales
silvestres y animales domeésticos, incluyendo el hombre [5]. Adicionalmente estas
garrapatas se han involucrado como principal vector en Latinoamérica de Rickettsia
rickettsii, bacteria causal de Fiebre Manchada de las Montafias Rocosas (FMMR) en

Estados Unidos, Fiebre de Tobia en Colombia o Fiebre Maculosa Brasilera en Brasil [6].

En Colombia la presencia del complejo A. cajennense se ha reportado en méas de 14
departamentos del pais que van desde climas templado y calidos, y en una gran variedad
de hospederos [7]. A partir del afio 2016, diversos trabajos han logrado discriminar las
especies del complejo en Colombia, demostrando la circulacién de al menos dos especies
del complejo en el territorio nacional, A. mixtum en los departamentos del Caldas,

Casanare, Magdalena y Meta, y A. patinoi en Cundinamarca y Cauca [8-12].

En el noroeste de Colombia la presencia del complejo es importante puesto que alli se
han presentado brotes de FMMR con letalidades entre 24 y el 54%, en los cuales se han
vinculado como potencial vector a especies del complejo A. cajennense [13]. Estos
antecedentes, en conjunto con el pobre conocimiento de la distribucion de las especies de
este complejo en el pais, y a pesar de que existen numerosos registros de la presencia de
A. cajennense s.l. en diferentes departamentos de Colombia, nos motivé a realizar un
estudio para determinar las especies del complejo A. cajennense que pudiesen estar

presentes en el noroeste del pais.
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Metodologia

Recoleccion de las garrapatas

Se realiz6 el muestreo de garrapatas sobre animales llevados a la Planta de Beneficio y
Faenado de équidos “La Rinconada” en Rionegro, Antioquia, en el marco del macro-
proyecto “Equinos como centinelas de la circulacion de Rickettsia en Colombia”. La
recoleccién se realiz6 con un esfuerzo de muestreo de siete minutos por équido (Equus
asinus, Equus caballus y Equus asinus x Equus caballus), dos minutos de los cuales
fueron destinados a la zona de orejas, crin y cola, y los minutos restantes para la parte
inferior del cuerpo del animal, con el fin de maximizar la probabilidad de encontrar
ejemplares del complejo A. cajennense. Se tomaron datos de especie y probable
procedencia del animal segun la informacion depositada en las guias de movilizacion del
Instituto Colombiano Agropecuario (ICA). Este proyecto cumplié con las pautas del Comité
de Etica en Experimentacion Animal de la Universidad de Antioquia, segun lo registrado
en el acta 72 de 2014.

Taxonomia tradicional

Las garrapatas recolectadas fueron llevadas al laboratorio Centauro en la Universidad de
Antioguia donde fueron identificadas taxondmicamente utilizando las claves dicotomicas
[14] y se seleccionaron aquellas garrapatas identificadas como hembras A. cajennense
sensu lato (s.)). Los especimenes del complejo A. cajennense se conservaron en
isopropanol y a -20°C hasta el momento de la extraccion de ADN y procesamiento
molecular. Se seleccionaron las hembras ya que las caracteristicas morfolégicas de sus
poros genitales permiten la distincion entre las especies A. patinoi y A. mixtum. Los poros
genitales de los especimenes fueron observados bajo estereomicroscopio Nikon SMZ645
con un aumento 20X y se clasificaron segun las indicaciones morfoldgicas del trabajo de
Nava et al, 2014 [2].

Anélisis molecular

A las hembras previamente clasificadas de acuerdo a la forma de las valvas en el poro
genital se les realizd extraccion de ADN de la totalidad o de un fragmento del ejemplar
dependiendo del tamafio del acarino. La extraccion de ADN se realiz6 con el kit DNeasy
Blood and Tissue (Qiagen, Chatsworth, CA, USA) y siguiendo las instrucciones del
fabricante, con previa maceracion individual de las garrapatas con nitrégeno liquido. Los
extractos de ADN fueron usados en la amplificacién de un fragmento del gen 12S rRNA
con los cebadores T1B (5-AAA CTA GGA TTA GAT ACC CT-3) y T2B (3-AAT GAG
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AGC GAC GGG CGA TGT-3’), los cuales fueron utilizados en la discriminacion de las
especies del complejo y han sido empleados exitosamente en sistematica de la familia
Ixodidae [15]. La amplificacion fue realizada en un volumen de 25 ulL de reaccion y
utilizando TagPlatinum DNA polymerase (Invitrogen), con las condiciones térmicas de
amplificacion: desnaturalizacion inicial a 94°C por 2 minutos, seguido de 35 ciclos de 94°C
por 30 segundos, 53°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos, seguido por extension
final de 72°C por 7 minutos. Los productos de amplificacion obtenidos fueron sometidos a

secuenciacion en la empresa Macrogen (Seoul, Corea del Sur).

Anélisis genético

Los electroferogramas obtenidos fueron ensamblados como secuencias consenso por
muestra, y luego las secuencias consenso se alinearon utilizando el algoritmo ClustalW
junto con las secuencias originalmente reportadas por Beati et al., (2013) [1]. El
alineamiento constd de 122 secuencias con 306 sitios, posteriormente se selecciond el
mejor modelo de substitucion nucleotidica de acuerdo al criterio AIC en el programa
JModelTest 2.1.10 [16], con esta informaciébn se construy6 el arbol de Maxima-
Verosimilitud usando PhyML 3.1 [17] y finalmente el arbol fue editado en el médulo Tree
Explorer 2.12. Adicionalmente se calculé una red de haplotipos utilizando el algoritmo de
Recorrido Minimo (Minimum Spanning Network) y finalmente se re-diagramé la red de

haplotipos en la aplicacion PopArt 1.7 [18,19].

Resultados

Se obtuvo un total de 70 hembras clasificadas previamente como A. cajennense s.l. de 23
municipios del noroeste del pais y recolectadas en caballos, mulas y burros. Los
municipios reportados en las guias de movilizacién se presentan en la Figura 4-1. Vale
aclarar que en Colombia las guias de movilizacién tienen un grado de incertidumbre
intrinseco respecto a la trazabilidad del origen de los animales, por lo cual los municipios

seran tratados como “origenes potenciales”.

Por observacién del poro genital se identificaron 65 ejemplares con caracteristicas de A.
patinoi y cinco de A. mixtum, tal como se ilustran morfotipos de la apertura genital en la
figura 4-2. Las garrapatas identificadas como A. mixtum estaban registradas en los
potenciales municipios de Caceres (n=2), Lérica (n=1), Urrao (n=1) y Morales (n=1). Los
cinco individuos identificados como A. mixtum y 22 individuos identificados como A.
patinoi, representativos de cada municipio fueron seleccionados para la secuenciaciéon de

ADN vy analisis genético. En resumen, el andlisis de similitud local BLASTn identificé las
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garrapatas de igual forma que el andlisis del poro genital, indicando una concordancia del

100% entre los hallazgos moleculares y el morfotipaje del poro genital.

En el andlisis genético se observa que los especimenes de A. mixtum de Colombia se
agrupan con secuencias del Sur de Estados Unidos/México y Costa Rica/Ecuador,
mientras que las secuencias de ejemplares identificados de A. patinoi se agrupan con las
secuencias previamente reportadas para esta especie en el pais (Figura 4-3). Por otro
lado, la red haplotipica presentd un limite de conexién de 7 mutaciones para diferenciar
entre las especies del complejo y se lograron identificar cinco haplotipos totales, cuatro de
A. patinoi y uno de A. mixtum (Figura 4-3). Las secuencias obtenidas se depositaron en el
GenBank con los cédigos MK457143 hasta MK457169.

* A. patinoi Turbaco §
* A. mixtum

* Ambas especies

¢ Monteria

Planeta Rica
b0 /' Valencia

Puerto Berrio

Urrao * * Anzi

Figura 4-1. Mapa de distribucidon especies del complejo A. cajennense en la region de

estudio .k

Figura 4-2. Apariencia de la apertura genital de dos hembras identificadas
morfolégicamente como A. mixtum y A. patinoi bajo estéreo-microscopia a 20X. Nétese la

forma y disposicion de las valvas genitales.
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Figura 4-3. A) Arbol filogenético Maxima Verosimilitud del gen 12S rRNA con soporte aBayes (probabilidades presentadas como
porcentajes de 0 a 100) y utilizando el Modelo TPM2uf+l para 296 sitios analizables en el programa PhyML 3.1. B) Red haplotipica
MSN del gen 12S rRNA ilustrando la riqueza y abundancia haplotipica observada a partir de las muestras recolectadas. En rojo se
presentan las secuencias obtenidas a partir del presente trabajo donde se indica el cédigo interno utilizado y la localidad probable de
origen de acuerdo a las guias de movilizaciéon de animales (flograma), cédigos de colores similares fueron usados para el arbol y la

red haplotipica.
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Discusién

La distribucion histoérica del complejo A. cajennense en Colombia es bastante amplia [7],
solo recientemente se ha reconocido la presencia de A. patinoi en una zona restringida
del Valle del Rio Magdalena en Cundinamarca y se asumia la probable presencia de A.
mixtum en el Caribe Colombiano dados los rangos de distribucion inicialmente descritos
para estas especies [1,2]. Sin embargo, trabajos recientes sefialan que la distribucién de
estas dos especies de garrapatas es mucho mas amplia de lo inicialmente planteado
[8,9,11], situacion que podria deberse a los rasgos comunes de preferencia del habitat
climatico que exhiben las garrapatas de este complejo en Colombia [7] y por supuesto, a
una alta movilidad de équidos infestados por diferentes especies de garrapatas del

complejo A. cajennense entre las eco-regiones colombianas.

En el pais, las garrapatas A. patinoi y A. mixtum se habian reportado previamente en los
departamentos de la region andina y region de la Orinoquia [9-10], pero la presencia de
ambas especies en la region Caribe evidencia que la distribucién se extiende a un espacio
més amplio, lo cual refleja la amplitud en buena medida de su seleccion del habitat y se
corresponde con estudios previos de modelacion de nicho grinelliano para garrapatas del

complejo en el pais [7].

Se ha sugerido que el complejo tiene una distribucién alopétrica, pero la presencia de
ambas especies en équidos del mismo municipio sugiere que potencialmente A. mixtum y
A. patinoi pueden tener una distribucion simpatrica [1]. Estudios previos para otras
especies del complejo, han sugerido procesos de simpatria entre A. sculptum y A.
tonelliae, y A. sculptum y A. cajennense sensu stricto, indicando que las especies del
complejo pueden solaparse en zonas de transicion [20]. La probabilidad que ambas
especies circulen en la misma region puede sugerirnos que en estos municipios pueden
ocurrir procesos de hibridacién, como previamente se han reportado en otras especies de
garrapatas en Norteamérica y Asia, pero se requiere la implementacién de genes

nucleares y otras técnicas para comprobar esta hipétesis [21,22]

Tanto A. patinoi como A. mixtum se han vinculado como potenciales vectores de especies
de Rickettsia, siendo una de las mas importantes R. rickettsii, aunque también se han
reportado otras especies con incluso altas frecuencias de infeccion natural, como ejemplo
tenemos a A. mixtum que se ha encontrado con unas frecuencias entre el 25 y 50% de
infeccién por Rickettsia amblyommatis en Panama [10,23,24]. El hallazgo de diversas

especies Rickettsia y de garrapatas en una regién donde previamente se han reportado
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casos de rickettsiosis, pueden tener un impacto sobre la epidemiologia de la enfermedad
en la zona, dado que se ha propuesto que infecciones previas con especies de virulencia
media o baja pueden generar proteccion cruzada frente a infecciones de especies con alta
virulencia [19]. Este tipo de procesos podrian estar dandose en zonas de alta
seropositividad y casos esporadicos de FMMR, como sucede hasta el momento en el
noroeste de Colombia [25,26].

Respecto a los haplotipos para el gen 12S rRNA se pudieron detectar cuatro para A.
patinoi y uno para A. mixtum. Estudios previos para A. patinoi con especimenes del
departamento de Cundinamarca y para el mismo gen presentaron 2 haplotipos, pese a
provenir de un solo departamento. Para el caso de A. mixtum detectamos menor variacion
genética dado que estudios previos habian demostrado 9 haplotipos de secuencias de
Estados Unidos, México, Costa Rica y Ecuador [1]. Nuestros resultados parecen mostrar
mayor y menor riqueza haplotipica para A. patinoi y A. mixtum; esto es llamativo,
especialmente para esta Ultima especie, debido a la distancia geografica que existe entre
las localidades de donde provienen nuestras muestras, que incluyeron cinco
departamentos. Este fendmeno puede deberse precisamente a la naturaleza de este
estudio que fue de caracter descriptivo, por lo cual se presentaron limitaciones en la
inclusion de un rango limitado de hospederos (caballos, burros y mulas) que podrian
superarse con el muestreo en una mayor variedad que incluyan animales silvestres, y

visitas a otras zonas geogréficas con condiciones ecoldgicas diferentes [27].

Nuestros resultados demuestran la circulacion en équidos de A. patinoi y A. mixtum en el
noroeste de Colombia utilizando técnicas de taxonomia clasicas y moleculares, con estos
resultados ampliamos nuestro conocimiento acerca de la distribucién de las garrapatas
del complejo A. cajennense desde el enfoque de “Una Salud” con un importante impacto a

nivel de salud humana y veterinaria.
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Capitulo 5.

Propuesta de potenciales areas de circulacion de Rickettsia spp.
en el noroeste de Colombia a partir del uso de équidos como

centinelas

Resumen

Las rickettsiosis causadas por bacterias transmitidas por garrapatas son enfermedades
zoonoticas desatendidas. En los ultimos afios en Colombia se ha obtenido evidencia de la
circulacion de rickettsias con casos y brotes humanos en areas restringidas del noroeste
de Colombia, pero se sospecha que la distribuciéon es mas amplia. Por esta razén se tiene
como objetivo establecer potenciales zonas de riesgo de rickettsiosis en el noroeste de

Colombia empleando équidos como centinelas de la infeccion.

Se realizé un andlisis de decision multicriterio en un Sistema de Informacion Geografico
siguiendo diferentes pasos en los cuales se integré informacion serolégica, molecular,
acarologica y ecolégica, derivada del macroproyecto. Se establecieron, normalizaron y
asignaron criterios para el analisis y se construyeron mapas de riesgo potencial, los cual
fue determinada su sensibilidad respecto a los casos previamente acontecidos en el area

de estudio.

Los hallazgos sugieren areas potenciales para Rickettsia spp. Los resultados indican que
en el area de estudio existen areas potenciales de riesgo de exposicion a rickettsias
transmitidas por garrapatas que infestan a los équidos, proponiéndose subregiones
especificas con mayor probabilidad, entre las cuales sobresalen algunas de los
departamentos de Antioquia, Cérdoba y Sucre en zonas con condiciones ecoldgicas

diferentes, pero se resaltan las zonas costeras, de sabana y de bosque humedo tropical.

El uso del andlisis de decision multicriterio, Sistema de Informacién Geogréfico y datos de
los équidos como centinelas, permiten identificar que la distribucion geogréfica de
Rickettsia spp. es potencialmente mayor a la descrita previamente en el pais. Estas areas

son candidatas para estudios de vigilancia de la rickettsiosis en el noroeste de Colombia.

Introduccion
Bajo el término rickettsiosis se agrupan una serie de enfermedades de distribucién
mundial, causadas por bacterias del género Rickettsia, las cuales pueden ser transmitidas

por diversos artropodos [1]. Las especies patdgenas del género pueden infectar a los
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humanos que inicialmente presentan una triada de dolor de cabeza, fiebre y erupcién
maculopapular o petequial, que puede acomparfiarse de escara en algunos casos.
Posteriormente, pueden desarrollar una vasculitis en diversos 6rganos como el cerebro o
los pulmones, que puede conllevar a complicaciones potencialmente mortales como
edema pulmonar, neumonia intersticial, meningoencefalitis, coma, entre otras; que
dependen de la ubicacion del dafio, el estado inmunologico del paciente, la especie o
cepa de la bacteria, entre otras caracteristicas, y que en el peor de los escenarios pueden

conllevar a la muerte [2,3].

El diagndstico de estas entidades es un reto a pesar de que existe un tratamiento efectivo
como lo es la doxiciclina. El reto es debido a varios factores, tales como que los signos y
sintomas no son patognoménicos y pueden presentarse en otras enfermedades mas
prevalentes como dengue y leptospirosis, que a su vez confluyen en las mismas areas
tropicales, el alto grado de desconocimiento del personal de salud sobre esta enfermedad,
junto a su dificil diagnoéstico y disponibilidades de pruebas en algunas zonas, entre otras

razones que complican su diagnéstico y atencién oportuna [3-5].

En el contexto nacional, la rickettsiosis asociada con Fiebre Manchada de las Montafias
Rocosas (FMMR), se describid por primera vez hace mas de 70 afios en Tobia,
Cundinamarca con reportes de letalidad del 95%, y posteriormente se han reportado
casos en la region de Villeta, Cundinamarca en el siglo XXI (a partir del 2001) [6,7]. Se
presentaron entre los afilos 2006 al 2008, tres brotes en las regiones del Uraba antioquefio
y Cérdoba, con letalidades entre el 26 y 54% [6,8—-10]. Estos reportes con importantes
casos en humanos abrieron el campo de investigaciones que han derivado en evidencia
serolégica de infeccion por Rickettsia en humanos en los departamentos de
Cundinamarca, Meta, Cdordoba, La Guajira, Cauca, entre otros departamentos [11-15].
Recientemente, se han reportado casos mortales en los municipios antioquefios de
Chigorodé y Uramita, los cuales fueron previamente diagnosticados como dengue. El sitio
de presentacion en este Ultimo caso fue llamativo, ya que Uramita no se consideraba
previamente esta zona como de probable exposicion a la bacteria, lo cual indica que las

regiones de circulacion pueden ser mas amplias de los previamente esperado [16,17].

La rickettsiosis es una enfermedad zoondética reemergente y desatendida en el pais, de la
cual se conoce una limitada informacién de su eco-epidemiologia. Asimismo, no se cuenta
con un protocolo de notificacion obligatoria, y no esta categorizada como una enfermedad

priorizada por parte del Ministerio de Salud y Proteccién Social de Colombia [18].
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Estos vacios en el conocimiento soportan la necesidad de explorar mas elementos
basicos de su eco-epidemiologia, como es el caso de su distribucion. Existen
metodologias para esto, a través de vigilancia epidemioldgica, pero al ser una enfermedad
de la que existen datos limitados, se debe adaptar a vigilancias especializadas, como es
el caso del uso de animales centinelas que junto con novedosas técnicas Sistema de
Informacion Geogréfico (SIG), pueden optimizar el uso de recursos en el estudio de la
rickettsiosis.

Gracias a animales centinelas, como es el caso de los équidos para la rickettsiosis, se
pueden recabar datos que pueden ser integrados a sistemas de analisis como el Analisis
Multicriterio de Decisiones (AMCD), que se definen como una herramienta estructurada
que permite la evaluacion de alternativas basadas en criterios mdltiples, posiblemente
conflictivos o incluso inconmensurables en un problema de decision [19]. Estos AMCD
han sido usados en diferentes disciplinas como en ingenierias y economia, por ejemplo, y
se ha detectado su capacidad de implementacibn en el estudio de enfermedades
infecciosas, particularmente en las transmitidas por vectores, debido a que, al incorporar
diferentes perspectivas, permite obtener un enfoque creible, reconocido y realista para
establecer prioridades basadas en pruebas, como por ejemplo en el estudio de

potenciales zonas de riesgo [19,20].

Ante las necesidades expuestas y la disponibilidad de diferentes datos obtenidos en el
macroproyecto, nos propusimos como objetivo establecer potenciales zonas de riesgo de
rickettsiosis en el noroeste de Colombia empleando équidos como centinelas de la
exposicion con el propdsito de generar un modelo que sirva como propuesta para

estudios posterior en esa regién del pais.
Metodologia

Area de estudio

Se realiz6 un estudio exploratorio donde segun los departamentos de probable origen de
los équidos muestreados en el macroproyecto, se establecié como area de estudio los
departamentos de Antioquia, Cérdoba, Sucre, Bolivar, Magdalena y Atlantico, los cuales
corresponden a parte de la region del noroeste del pais. Estos departamentos cubren una
totalidad de 681537 km?y presentaban para el aflo 2018, segun estimaciones del DANE
(https://www.dane.gov.co/index.php/estadisticas-por-tema/demografia-), una poblacion de

15°372.907 de habitantes, lo cual corresponde al 31% de toda Colombia.
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El clima en estos departamentos es tropical presentando amplia diversidad, debido a lo
amplio de su superficie, orografia y sus diversos pisos térmicos. Antioquia presenta la
mayor diversidad de climas que van desde clima célido, templado y frio. Los demas
departamentos presentan en climas calidos y templados, siendo el clima céalido el mas
representativo de la region abordada (https://www.todacolombia.com/departamentos-de-
colombia/).

Propuesta de mapa de riesgo

Se realiz6 un AMCD en un SIG siguiendo los pasos numerados a continuacion: 1. Definir
objetivo a partir del problema de investigacion, 2. Definir partes interesadas, 3. Identificar
las alternativas (determinantes), 4. Identificar los criterios, 5. Estandarizar los criterios, 6.
Determinar el peso de los criterios, 7. Analisis de decision y 8. Andlisis de sensibilidad
[19].

En nuestro caso el primer paso fue definido en el objetivo en la parte introductoria, para el
segundo, las partes interesadas se definieron como la comunidad cientifica y tomadores
de decisiones en salud publica. Para el tercer y cuarto paso, se seleccionaron cuatro
determinantes principales, a) acaralégico, b) serolégico ¢) molecular y d) ecoldgico, los
cuales contienen 12 criterios que son presentados en la tabla 5-1. Estos criterios fueron
tenidos en cuenta segun los datos recolectados en el estudio y los derivados de su
ubicacién espacial a nivel de municipio probable de origen. Para obtener los datos de
cada criterio por municipio, se utilizaron las capas de cada uno de los criterios en formato
vectorial de donde se extrajeron los valores segin cada uno de los municipios probables
de origen de los équidos. Los procesos de SIG se realizaron en el software QGIS 3.0.
Para el realizar el 5 punto se construyd, con los datos extraidos, una matriz donde se
normalizaron los datos utilizando el método analitico de jerarquia donde considerando la
férmula 1 [21,22].

Ecuacién 1. valor normalizado = (valor — miimo) /(maximo — minimao).

En el sexto paso se les asign6 un peso (0-100%) segun criterios de los investigadores,
donde se considerd un peso para cada uno de los determinantes. Los pesos asignados
fueron para los determinantes acaraldgicos del 30% debido a la importancia de la
presencia del potencial vector en la zona, los seroldgicos del 40% porque nos demuestran
la seropositividad de los animales y circulacion de la bacteria en la zona, los moleculares

del 20% debido a los porcentajes naturales de infeccién pueden variar y ser bajos para
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especies de Rickettsia patdgenas, y para los ecoldgicos del 10% teniendo en cuenta la
escala del area de estudio. Los porcentajes de cada determinante se distribuyeron para
cada criterio.

Para dar cumplimiento al paso siete se realiz6 una suma ponderada considerando los
criterios y su respectivo porcentaje para obtener un puntaje final por cada municipio que
indica la aptitud de cada municipio para presentar la circulacion de bacterias del género

Rickettsia. Para la suma ponderada se utilizé la formula 2, donde Ai=es la aptitud de cada
municipio, Wj es el peso asignado a cada criterio (1-100), Xij es el valor del criterio
estandarizado [23].

Ecuacion 2. Ai = Ejr.:ll-v"j * Xij

El valor de aptitud sirvi6 como valor de peso para la construccion de un mapa de calor
mapa de calor utilizando la estimacion de la densidad del nicleo Kernel para un radio de
20Km?2,

Para finalizar, la sensibilidad del modelo se estimé a partir de los reportes de casos de
enfermedad de rickettsiosis en humanos reconocidos en la zona, por técnicas seroldgicas
(seroconversion), moleculares y clinicas. Los casos se buscaron en bases de datos de
Pubmed, Google Scholar, comunicaciones oficiales y no oficiales, y datos del grupo
Centauro sin publicar. La sensibilidad se calcul6 teniendo en cuenta el nimero de casos
gue se ubicaron en areas con mediano y alto riesgo segun los puntajes de los criterios. No
se incluyeron los datos seroldgicos con Unica muestra debido a que Unicamente indican

exposicion.

Tabla 5-1. Determinantes, criterios e indicadores usados para la construccién de AMCD

Determinantes  Criterio Indicadores Fuente
Acaroldgicos Presencia de A. cajennense Presencia Datos propios
s.l. Ausencia
Nicho ecoldgicos Ac Presencia Modelo de nicho ecolégico [24]
Ausencia
Presencia de garrapatas Presencia Datos propios
Ausencia
Numero de A. cajennense s.l.  Frecuencia absoluta  Datos propios
Serolégicos IFI Positivo Datos propios
Negativo
IFI GFM Positivo Datos propios
Negativo
APHIR RR Total Datos propios
Porcentaje de positividad Frecuencia relativa Datos propios
Conglomerado R. rickettsii Presencia Datos propios
Ausencia
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Conglomerado Rickettsia spp. Presencia Datos propios
Ausencia
Molecular PCR positiva Positivo Datos propios
Negativo
Porcentaje minimo de Frecuencia relativa Datos propios
infeccién por municipio
PCR positiva para GFM Positivo Datos propios
Negativo
Ecoldgico Clima segun Lang Arido http://www.siac.gov.co/
Desértico
Hdmedo
Semiérido
Semihimedo
Superhimedo

Porcentaje de cambio bosque  Frecuencia relativa http://www.siac.gov.co/

Resultados

En el proceso de integracion de la informacion en el AMCD se identificaron valores de
idoneidad en un rango de 32-82%. Los municipios de Turbo y Anza del departamento de
Antioquia, Monteria, Canalete, Planeta Rica y San Carlos del departamento de C6rdoba, y
el municipio de Sincelejo del departamento de Sucre, presentaron mayor idoneidad para
presentar rickettsiosis, con valores superiores a 58%. Por el contrario, los municipios de
Ovejas, Toluviejo y Majagual de Sucre, Barranquilla en el departamento de Atlantico,
municipio de Morales de Bolivar y San Carlos de Antioquia presentaron datos de

idoneidad inferiores al 36% (Figura 5-1).

El mapa de calor permitié la extender la basqueda del riesgo a otras regiones de donde
no se tenian animales muestreados, indicandonos areas probables de alto riesgo en toda
la regién costera del area de estudio. Las areas con mayor riesgo se ubicaron en el
noroeste del departamento de Sucre, casi todo el departamento de Cordoba y las

subregiones de Uraba, Baja Cauca y Suroeste del departamento de Antioquia.

En el andlisis de la sensibilidad del modelo, se encontraron diez sitios con reportes de
casos de rickettsiosis (Tabla 5-1). Al ubicarlos en el mapa se encontraron que 10 de los
12 lugares de los casos se ubicaron en zonas de medio y alto riesgo, indicando una
sensibilidad del 83%.
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Figura 5-1. Mapas de idoneidad y de riesgo potencial para rickettsiosis mediante

vigilancia de équidos como centinelas (realizado en QGIS 3.11 ®).

Tabla 5-2. Reporte de casos de rickettsiosis en el area de estudio

Sitio de reporte Municipio Rickettsia involucrada Ao Referencia
Loma Verde Monteria R. rickettsii 1985 [25]
Las Changas Necocli R. rickettsii 2006 [8]
Los Cordobas Los Cordobas R. rickettsii 2007 [9]
Alto de Mulatos Turbo R. rickettsii 2007-2008 [10]
Apartad6 Apartadd GFM 2007-2008 [26,27]
Turbo Turbo GFM 2007-2008 [26,27]
Necocli Necocli GFM 2007-2008 [26,27]
Uramita Uramita R. rickettsii 2014 [16]

. R. parkeri cepa Atlantic
Puerto Lopez Turbo rainforest 2017 DSC
Chigorod6 Chigorod6 R. rickettsii 2017 [17,27]
San Pedro de Urab4 San Pedro de Uraba GFM 2017 DSC
Puerto Berrio Puerto Berrio GFM 2017 DSC

GFM= Rickettsia del Grupo de Fiebre Manchada. DSC=Datos sin publicar Grupo Centauro

Discusion

Los resultados indican que en el area de estudio existen areas potenciales de riesgo de

rickettsiosis transmitidas por garrapatas que infestan a los équidos, proponiéndose

subregiones especificas con mayor probabilidad. Estas subregiones estan ubicadas en

zonas con condiciones ecologicas diferentes, pero se resaltan las zonas costeras, de
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sabana y de bosque humedo tropical. Estas zonas aparentemente pueden proveer
condiciones adecuadas del mantenimiento de ciclos de rickettsiosis (enzooética o
zoonottica) dados nuestros criterios, las zonas concuerdan en ser zonas de tierras bajas
de clima célido con numerosos bosques riparios con alto grado de intervencion humana
[28], y en algunos casos con sistemas de humedales (ciénagas y pantanos), donde el
contacto de humanos con vectores de Rickettsia puede verse favorecido, considerando
las condiciones propias de estas areas [29].

El uso de AMCD ha sido previamente usado en otros agentes transmitidos por vectores,
como Trypanososma cruzi en Texas (Estados Unidos) y el virus de la fiebre del Valle del
Rift en Africa, permitiendo detectar su utilidad para detectar areas de riesgo [30,31]. Para
el caso de la rickettsiosis, los modelos de riesgo se han venido implementando
recientemente a través de diversas metodologias, especialmente en Brasil, donde la
enfermedad si tiene vigilancia establecida y la eco-epidemiologia es mas conocida.
Ejemplos de estos trabajos tenemos algunos realizados en Rio de Janeiro, Sao Paulo y
Parana han presentado propuestas de riesgo en zonas donde confluyen caracteristicas

ecoldgicas importantes para la bacteria [32—-34].

El mapa de riesgo refleja la informacion con la cual fue alimentada, por lo cual puede
presentar algunas limitaciones. Limitaciones que son derivadas principalmente del tipo de
muestreo utilizado en el macroproyecto, como la seleccion de los animales por
conveniencia, la incertidumbre en el dato probable de origen del animal, la utilizaciéon de
fuentes secundarias en el caso de las coordenadas para el modelo de nicho ecoldgico,
entre otras. Estas limitaciones se trataron de controlar al maximo, aunque fueron

imposibles de eliminar.

La calidad del modelo es determinada por la calidad de los datos con la que se construye,
pero, aun asi, como lo indica Hongoh y colaboradores, a pesar de ser modelos basados
en datos incompletos, sesgados o subéptimos aun pueden proporcionar informacion,
teniendo en cuenta sus imprecisiones [19]. Por lo tanto, pese a las limitaciones
previamente declaradas, se considera que el modelo obtenido nos da importante
informaciéon de otras areas donde el género Rickettsia puede estar circulando y donde
potencialmente las personas podrian estar expuestas; informacion valiosa, especialmente
en el contexto de la rickettsiosis que es una enfermedad desatendida y con datos

limitados.
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En Colombia el modelo obtenido coincide en una mayoria (83%) con los casos de
rickettsiosis previamente reportados en la zona, y predice un area mayor de la conocida
como de mediano y alto riesgo. Los datos que no coinciden corresponden a dos reportes
particulares, el primero de Uramita (Antioquia), donde por el estudio que se hizo en campo
se sospechaba de Rh. sanguineus s.l. como vector y el otro, de un caso de R. parkeri
cepa Atlantic rainforest en Turbo, donde se sospecha como vector Amblyomma ovale
dado que un estudio previo ha encontrado en la zona a estas garrapatas de la zona
infectadas con esa bacteria [16,35]. Para ambos casos, las garrapatas sospechosas no
suelen infestar cominmente los équidos, lo cual es de algin modo coherente con la

informacion con que fue construido el modelo.

Esta informacién soporta la necesidad de implementar un protocolo de vigilancia para
rickettsiosis o0 estudios posteriores, por lo menos en las regiones que el modelo indica
zonas de potencial riesgo, con el fin que se puedan contribuir de una manera mas
adecuada al conocimiento de estas enfermedades en la zona, validar el modelo propuesto
y que se dé un manejo adecuado de los pacientes con el que se puedan evitar las

secuelas o muertes causadas por la bacteria.
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Capitulo 6. Anexo

Evidencia seroldgica de la exposicion en équidos del noroeste de

Colombia a Ehrlichia spp. y Coxiella burnetii

Resumen

Las garrapatas son consideradas, junto con los mosquitos, como uno de los principales
vectores de agentes causales de enfermedades infecciosas, entre las cuales cabe
mencionar y destacar la ehrlichiosis y la fiebre Q, dado su impacto sobre la salud humana
y animal. Los equinos se han postulado como centinelas de algunas de estas
enfermedades dado que pueden ser infestados por diversas especies de garrapatas y ser

infectados por agentes transmitidos por estos artropodos.

El objetivo fue determinar la proporcion de seropositividad contra Ehrlichia spp. y C.
burnetii en équidos del noroeste de Colombia, sus factores demograficos, ecolégicos y
potenciales areas de riesgo, para el cual se realizé un estudio descriptivo transversal en
équidos en los cuales se realiz6 inmunofluorescencia indirecta para Ehrlichia canis,
Ehrlichia chaffeensis y C. burnetii. Se determiné el titulo de anticuerpos en las muestras
positivas con un punto de corte de 1/80 y 1/64 para Ehrlichia spp. y Coxiella burnetii,
respectivamente. Se realizaron pruebas moleculares para los genes 16s ARNr y dsb para
Ehrlichia. Se utilizaron Sistemas de informacion geogréfico para identificar potenciales

areas de circulacion.

La seropositividad para Ehrlichia fue de 4,8% con titulos entre 80 y 2560, y del 5,6% para
C. burnetii con titulos entre 64 y 256. Se encontraron muestras positivas para Ehrlichia
spp. en los departamentos de Antioquia, Cérdoba y Sucre, y para C. burnetii en Antioquia,
Bolivar y Cordoba. No se obtuvo evidencia molecular para Ehrlichia spp. Se identificé un
conglomerado para Ehrlichia spp. en parte de la regiéon del Uraba antioquefio y en gran
parte del departamento de Cérdoba, y para C. burnetii, en el norte del Uraba antioquefio y

el noroeste de Cérdoba.

En este trabajo se evidencia seropositividad de Ehrlichia spp. y C. burnetii en équidos
provenientes de la regién noroeste de Colombia. Las seropositividades encontradas
fueron inferiores al 6%, indicando que este tipo de infecciones en los équidos de esta area
son poco frecuentes. Se sugiere la realizacion de estudios posteriores con el fin de

complementar el conocimiento de las infecciones de estos agentes.
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Introduccion

Las garrapatas juegan un reconocido papel como vector de diversos patdgenos para el
hombre y los animales, tales como los virus, las bacterias y los protozoos. El rango de
agentes es tan amplio, que se ha aseverado que las garrapatas pueden transmitir un
namero similar de agentes patégenos al de los mosquitos [1]. Entre las bacterias
importantes transmitidas por garrapatas se cuenta con representantes de la familia
Anaplasmataceae y Coxiellaceae [2].

La familia Anaplasmataceae se compone de bacterias Gram negativas intracelulares
obligadas y esta constituida por cuatro géneros, a saber, Ehrlichia, Anaplasma, Wolbachia
y Neorickettsia, recientemente se ha propuesta la creacion de un género para contener a
cuatro nuevas especies rickettsiales contenidas en el género “Candidatus Neoehrlichia”
[3]. Las especies del género Ehrlichia y Anaplasma se han reportado como patégenos en
diferentes especies de mamiferos silvestres y domésticos, incluyendo al hombre [4],
afectando diferentes células sanguineas y segun la especie pueden infectar neutrdfilos,
monocitos, eritrocitos, macréfagos, plaquetas y células endoteliales de los mamiferos

hospederos [5].

Las especies de Ehrlichia se multiplican en un amplio rango de huéspedes vertebrados
entre los cuales se encuentran caninos, felinos, rumiantes, equinos y el hombre. Ehrlichia
chaffeensis y Ehrlichia ewingii se consideran agentes importantes como patégenos en
humanos, produciendo Ehrlichiosis Monocitica Humana (HME) y Ehrlichiosis Granulocitica
Humana respectivamente, aunque también se han reportado algunas exposiciones e
infecciones en humanos por E. canis como los reportados en Venezuela y Costa Rica
[4,6,7]. Ilgualmente, en medicina veterinaria E. canis, E. ewingii, y Ehrlichia ruminantium se
consideran patégenos de importancia clinica y epidemioldgica. Recientemente se han
descrito diversas especies candidatas, como por ejemplo “Candidatus Ehrlichia
minasensis”, Ehrlichia sp. Strain Tibet, “Candidatus Ehrlichia shimanensis”, “Candidatus

Ehrlichia muris-like” (EML), Ehrlichia cepa Panola mountain (PME), ““Candidatus
Neoehrlichia lotoris” y “Candidatus Neoehrlichia mikurensis” [2]. Estos datos sugieren

mayor diversidad de especies de la familia Anaplasmataceae.

En la familia Coxiellaceae encontramos bacterias de la clase Gamaproteobacteria, donde
resalta por su papel como agente causal de fiebre Q, la especie Coxiella burnetii. Esta
bacteria es un cocobacilo pleomoérfico Gram negativo que tiene como célula banca los

macrofagos. Se ha identificado infectando un grupo amplio de hospederos, pero las mas
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comunmente afectados corresponden a bovinos, ovinos y caprinos. El mantenimiento de
la bacteria suele darse en garrapatas y otros artropodos, adicionalmente puede sobrevivir
en el ambiente o en fluidos de los animales infectados por largo tiempo. La fiebre Q puede
cursar de formas leves a severas, donde se pueden presentar neumonias y endocarditis
[8,9].

Tanto Ehrlichia spp. como C. burnetii pueden infectar a los équidos. Por ejemplo, en
Estados Unidos, Nicaragua y Brasil se ha detectado seroldgica o molecularmente la
circulacion de Ehrlichia en este tipo de hospederos, aunque su capacidad patogénica aun
es desconocida [10-12]. En cuanto C. burnetii también se cuenta con evidencia de su
infeccion en los équidos en paises como Estados Unidos, Canada y Corea del Sur, por
ejemplo [13,14]. En los équidos se vincula esta bacteria como causante de abortos y

como fuente de infeccion para otros hospederos [15].

En Colombia los reportes de estas bacterias en los équidos son ausentes, por lo cual,
ante este estado del conocimiento, los reportes recientes en este campo y el potencial
impacto en salud animal que puedan presentar, se tiene como objetivo determinar la
proporcion de seropositividad contra Ehrlichia spp. y C. burnetii en équidos del noroeste

de Colombia, sus factores demograficos, ecoldgicos y potenciales areas de riesgo.

Materiales y métodos

Se realiz6 un estudio analitico transversal el cual se ejecutd siguiendo la metodologia
previamente en el capitulo 2 estableciendo la hipotesis que la seropositividad para
Ehrlichia y C. burnetii en équidos esté relacionada con factores demogréaficos y ecoldgicos
de los animales. El desenlace o variable dependiente fue definida como équido con
presencia o ausencia de seropositividad a Ehrlichia spp. y C. burnetii por la prueba de
Inmunofluorescencia Indirecta (IFI) considerando los titulos de =80 vy =264,
respectivamente. El procesamiento de las muestras correspondié a una parte serologica y
molecular. La serologia se realizdé con una IFI para los sueros. En el analisis de Ehrlichia
se utilizaron los antigenos de E. canis cepa Sao Paulo y E. chaffeensis cepa Arkansas en
una diluciéon 21/80 como punto de corte y para el antigeno de C. burnetii cepa Atl2, se
utilizé una dilucién de 21/64 [16—-18]. Como anticuerpo secundario se us6 un IgG anti-
caballo comercial (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE. UU.). A las muestras positivas se les
realizaron diluciones dobles seriadas para encontrar la dilucién de punto final. En el caso
las muestras positivas por IFI para Ehrlichia se explord la presencia en el ADN en

muestras de sangre entera. Este proceso adicional se realiz6 teniendo en cuenta que este
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género se ha reportado afectando células hematolégicas y por lo tanto la probabilidad de
encontrar bacteremia es mayor que en el caso de C. burnetii. El ADN se extrajo utilizando
el kit GeneJET Genomic DNA Purification Kit (Thermo Fisher ®) siguiendo las
indicaciones del fabricante. A la muestra se le verificé la ausencia de inhibidores por el
gen B-actina. Se usaron los cebadores para los genes del 16S rRNA de la familia
Anaplasmataceae y para la proteina de union disulfuro (dsb) en la deteccién de Ehrlichia.

Tabla 6-1. Cebadores para la deteccion e identificacion de Ehrlichia

Gen Cebadores Referencia

Actina B ActBF 5-CCGGACTCATCGTACTCCTG-3 [19,20]
ActBR 5-TATGGAATCCTGTGGCATCC-3

16S rRNA EHR16SD 5-GGTACCYACAGAAGAAGTCC-3’ [21]
EHR16SR 5-TAGCACTCATCGTTTACAGC-3

dsb Dsb330 5-'GATGATGTCTGAAGATATGAAACAAAT-3 [22]

Dsb728 5-CTGCTCGTCTATTTTACTTCTTAAAG-T3'

Resultados

Se encontré evidencia de exposicion a Ehrlichia en 31 muestras positivas de 649 équidos
analizados para una seropositividad del 4.78% (ICgs% 3.33-6.63). Las muestras positivas
se encontraron en 13 municipios, correspondientes a Anza, Arboletes, Puerto Berrio y
Turbo en el departamento de Antioquia, en Canalete, Cereté, Monteria, Planeta Rica, San
Carlos y Valencia del departamento de Cdérdoba, y en Santiago de Toll, Sincelejo y

Toluviejo en Sucre (Figura 6-1).

Los titulos de anticuerpos estuvieron en un rango de 80 hasta 2560 para el antigeno de E.
canis y de 80 hasta 5120 para E. chaffeensis, con unas medias geométricas de 209.2 y
437.6, respectivamente para cada antigeno usado. En la figura 6-2, se presentan la
distribucién general de los titulos de anticuerpos. En el estudio molecular para Ehrlichia en
las muestras de sangre de los équidos, no se encontraron muestras positivas para ambos
genes. Las muestras de ADN no presentaban inhibidores, por confirmacién con el gen de

la B-actina.

C. burnetii, presenté una proporcion general del 5.55% (ICgs 3.97-7.52), que
correspondié a 36 muestras positivas de 649. Las muestras positivas se distribuyeron en
14 municipios, a saber, Arboletes, Céaceres, Caucasia, Mutatd, Taraza y Turbo en
Antioquia, en Clemencia y Morales en Bolivar, y Canaletes, Cereté, Monteria, Planeta
Rica, Sahagun y Valencia en el departamento de Cérdoba (Figura 6-1). Las muestras
presentaron titulos de 64 (n=12), 128 (n=15) y 256 (n=9), con una media geométrica de
120.8.
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Figura 6-1. Mapa de la distribucion espacial de las muestras seropositivas y de los conglomerados para Ehrlichia y C. burnetii en

équidos
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Figura 6-2. Dispersion de los titulos de anticuerpos por cada especie de Ehrlichia

analizada.

En el andlisis estadistico bivariado se encontraron asociaciones estadisticas en las
variables de infestacién con garrapatas y con A. cajennense s.l. para la presencia de
anticuerpos contra Ehrlichia. Para C. burnetii las variables encontradas como significantes

fueron la especie de équido, infestacidon con garrapatas y con Rh. microplus (Tabla 6-2).

Los modelos multivariados indican que los animales infestados por A. cajennense s.l.
pueden tener tres veces mas riesgo de ser seropositivos contra Ehrlichia, ademas de un
64% mas de riesgo si provienen de zonas humedas respecto a zonas aridas. Este modelo
a través del valor p de su varianza confirman el efecto aleatorio que tiene la variable
municipio, lo que significa que si hay diferencias en los municipios con respecto a la
seropositividad. Para C. burnetii se puede identificar como factor de riesgo el estar
infestados por garrapatas, y como marcador de riesgo la especie de équido. El riesgo se
seropositividad es dos veces y medio mayor para la infestacién respecto a los équidos no
infestados, y del 69% si eran E. caballus y E. asinus x E. caballus, con relacién a ser E.
asinus. El valor p de la varianza indica que no hay diferencias respecto a la
seropositividad entre los diferentes municipios, lo cual es coherente con los valores de los

indicadores de AIC y BIC, que son mejores en el modelo nulo (Tabla 3).
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Tabla 6-2. Descripcién de los hallazgos por seropositividad para Ehrlichia y C. burnetii segun las variables estudiadas.

Variables Ehrlichia C. burnetii N
n (%) RP (1C95%) valor p n (%) RP (1C95%) valor p

E. asinus 10 (3.7) 1.45 4 (1.5) 5.51 267

équido E. asinus x E. 1.84 ' 6.46 '
caballus 2(6.5) (0.4-7.8) 3(07) (1.5-24.4) 31
Hembra 16 (4.9) 0.95 14 (4.3) 1.59 326
Sexo Macho 15 (4.6.) (0.5-1.9) 0875 55 6.8) (0.8-3.1) 0169 353
0-7 5 (3) 6 (3.6) 169
Edad cuartiles 8-12 7 (3.9) 1.28 0132 12 (6.7) 1.2 0226 180
(afios) 12-15 10 (7.1) (0.9-1.8) ' 6 (4.3) (0.9-1.6) ' 141
>15 9 (5.8) 12 (7.7) 156
Arido - 2 (4.5) 44
Semiarido 19 (4.5) 174 24 (5.7) 0.78 27
Clima Humedo - a 1-2 8) 0.026 5 (18.5) © 5.1 2) 0.208 421
Semihimedo 12 (8.4) o 4 (2.8) o 143
Superhimedo - 1(7.2) 14
Infestacion Ausente 7 (2.6) 2.38 0.042 7 (2.6) 2.93 0.009 269
garrapatas Presente 24 (6.3) (1-5.3) ' 29 (7.6) (1.3-6.4) ' 380
Infestacién A. Ausente 17 (3.3) 3.2 <0.001 27 (5.2) 1.3 0.493 516
cajennense s.l. Presente 14 (10.5) (1.6-6.1) ' 9 (6.8) (0.6-2.7) ' 133
Infestacion D. Ausente 13 (3.8) 1.54 0.23 11 (3.2) 2.54 0.237 342
nitens Presente 18 (5.9) (0.8-3.1) ' 25 (8.1) (1.3-5) ' 307
Infestacién Rh. Ausente 26 (4.4) 1.94 0.169 31(5.2) 1.76 0.000 591
microplus Presente 5 (8.6) (0.8-4.8) ' 5 (8.6) (0.7-4.3) ' 58
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Tabla 6-3. Factores y marcadores de riesgo asociados con la seropositividad a Ehrlichia y
C. burnetii en équidos. Regresion Log-log complementaria multinivel.

Modelo nulo Modelo
Agente Variable
J RP 1C(95%) Vior RPIC(95%6) V2O
Infestacion por A. cajennense s.l. 3.04 (1.5-6.1) 0.02
Clima 1.64 (1.0-2.7) 0.053
_— Varianza 6.44x10-34

Ehrlichia (error estandar) 0.397 (0.486) 1.07 (1.47x10-17) 0.01

AlC 252 241.1

BIC 261 254.5
Infestacion por garrapatas 2.56 (1.1-5.7) 0.024
Especie de equino 1.69 (1.2-2.5) 0.07
C. burnetii varianza 0.238 (0.424) 0.34 0.082 (0.412) 0.05

(error estandar)
AlC 271.6 281.8
BIC 289.5 290.8

Los ensayos espaciales permitieron detectar un conglomerado para cada uno de los
agentes explorados. El conglomerado para Ehrlichia se ubica en parte de la regién del
Uraba antioquefio y gran parte del departamento de Cérdoba, ademas presenta una razén
de prevalencia (RP) de 3.93 (ICgs% 1.20-129.2), lo cual es cuatro veces mayor que en el
resto de la region de estudio. Para C. burnetii, el conglomerado es mas pequefio y abarca
la parte norte del Uraba antioquefio y el noroeste de Cordoba. El riesgo en este sitio es
3.5 veces mayor segun el dato de la RP (ICgs0 1.27-9.46) (Figura 6-1).

Discusion

En este trabajo se evidencia la seropositividad a Ehrlichia spp. y C. burnetii en équidos
provenientes de la regién noroeste de Colombia. Las seropositividades encontradas
fueron inferiores al 6%, indicando que este tipo de infecciones en los équidos de esta area
son poco frecuentes. Los hallazgos de estos agentes han estado relacionados
recientemente en los équidos en diversos continentes en paises como Brasil, Estados
Unidos, Italia, Nicaragua, China, Bulgaria, entre otros; demostrando que son procesos que
se dan a nivel mundial [10-14, 23-27].

Nuestros resultados para Ehrlichia, se asemejan a los encontrados en Foz de Iguazu
(Brasil) con la misma técnica y antigeno, aunque difieren en el punto de corte usado por

ellos que fue 1/40, por lo cual podemos suponer que potencialmente nuestra

Pag. 111



Identificacion de potenciales areas de riesgo de rickettsiosis en el noroeste de Colombia a través del uso
de équidos como centinelas

seropositividad puede ser un poco mayor a la observada por ellos [23]. Estudios en el
continente americano ha identificado seropositividades superiores, como el 24.7% (18/73)
por IFI para E. chaffeensis en los Estados Unidos [28], del 55% (51/92) por la prueba
SNAP 4Dx en Nicaragua [12], del 33.7% (64/), 62.5% (10/16) y 50% (8/16) por IFI y SNAP
4Dx en el sur de Brasil [10,18]. Estas diferencias pueden darse debido a las
caracteristicas ecoldgicas propias del agente, o la técnica usada, ya que la prueba de
SNAP 4Dx demostré en algunos casos un mayor nimero de positivos comparado con la
IFI [18].

Los titulos obtenidos pueden indicar algunas infecciones recientes por sus altos valores y
también que la bacteria relacionada con la infeccion en los équidos es antigénicamente
mas cercana a E. chaffeensis, pero se requieren estudios posteriores para su
caracterizaciéon. Otro punto importante por considerar es que la técnica utilizada puede
generar en algunos casos reacciones cruzadas con especies de la familia
Anaplasmataceae, como ha sido reportado por Biggs y colaboradores [29]. Los agentes
vinculados con reaccion cruzada pueden ser Anaplasma phagocytophilum, Neorickettsia
risticii e incluso entre diferentes especies de Ehrlichia como por ejemplo E. minasensis,
las cuales ya han sido previamente reportadas en Centro y Suramérica en equinos o

animales silvestres como murciélagos [30-34].

Las garrapatas se vinculan como vectores de Ehrlichia. y C. burnetii, esto posibilita
tenerlos como elementos clave para futuras investigaciones. En Colombia se han
detectado en garrapatas de las especies Rh. microplus, Rh. sanguineus s.l. y D. nitens,
algunas bacterias de la familia Anaplasmataceae como E. canis, E. chaffeensis, E.
ewingii, E. minasensis y Anaplasma phagocytophilum utilizando el gen 16S rRNA, lo cual
a su vez nos indica la necesidad de ampliar este conocimiento con el uso de otros genes
gue permitan una mejor caracterizacion y conocer con certeza las especies de la familia
circulando en el pais [35]. También se sugiere tener en cuenta una potencial participaciéon
de especies del complejo A. cajennense en la seropositividad, esto a la luz de los
resultados arrojados por el analisis multivariado que nos muestra que los équidos con
estas infestaciones tienen un mayor riesgo de tener anticuerpos. Las especies de este
complejo han sido previamente vinculadas como vectores de mdltiples agentes, por lo

cual las sospechas que se cierne sobre ellas pueden tener un soporte [36,37].

No se detectd la evidencia de la circulacién en sangre con el uso de los genes 16S rRNA

para la familia Anaplasmataceae, ni con el gen dsb especifico del género Ehrlichia. Esto
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puede ser resultado de varios procesos, tales como que se haya dado la autorresolucion
de la infeccién por parte del animal, niveles de infeccion bajas que sean indetectables por
la prueba molecular, o incluso que la infeccién se encuentre en una fase de la historia
natural del agente donde no puede ser detectado como en el periodo de incubacion, o una
fase de latencia o sublatencia. Estudios previos en la zona de estudio y en Estados
Unidos también han encontrado resultados similares [38,39]. En paises como Nicaragua y
Brasil, estas busquedas han sido exitosas e incluso han permitido postular que el material
genético encontrado puede ser de una nueva especie de Ehrlichia cercana a E.
ruminantium [40,41]. Segun comunicaciones personales con el Dr. Daniel Aguiar, también
han podido detectar en équidos la especie E. minasensis, por lo cual esta especie debe
ser tenia en cuenta como un posible agente infectando a los équidos. A pesar de que esta
especie regularmente infecta a bovinos, en algunas explotaciones pecuarias ambas
especies de mamiferos comparten pasturas, e incluso pueden presentar la garrapata que
se ha postulado como vector, Rh. microplus, lo que puede generar la transmisién cruzada
[42].

Para C. burnetii se identificaron animales seropositivos, lo cual ha sido previamente
informado [8]. Estos hallazgos son importantes debido a que se reconoce la capacidad de
Coxiella de infectar a los équidos e incluso causarles abortos [15]. Existen reportes
previos de brotes relacionados con actividades recreativas que involucren el contacto con
estos mamiferos [13,15,43,44]. En un brote en Holanda, el contacto de personas con
caballos y ponis, o la limpieza de los establos, fueron considerados como un potencial
factor de riesgo, sugiriendo la capacidad de transmisién desde équidos infectados [43].
Revisiones sobre el tema también sugieren que, aungque los equinos nOs son reservorios
para la bacteria, si pueden ser una fuente de infeccion para otros animales, incluido el
hombre e incluso ser considerado como centinela [15,24]. En Colombia se han reportado
pocos estudios sobre esta bacteria, pero se reconoce su circulacién y como agente causal
de enfermedad en humanos, por lo cual nuestros datos amplian este conocimiento de
lugares donde se pueda dar potencialmente la exposicion, especialmente en un ambito

ocupacional [45-47].

En la actualidad el conocimiento del género Coxiella ha ido aumentando. Previamente se
consideraba que la Unica especie patégena del género Coxiella era C. burnetii, pero
algunos hallazgos sugieren la existencia de otros agentes bacterianos relacionado que

podrian estar involucradas en procesos infecciosos. En Corea del Sur, se ha encontrado
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evidencia serolégica y molecular en caballos de infeccion por Coxiella-like y C. burnetii,
indicando un riesgo de exposicion de estos animales y sus contactos, ademas de una
potencial reaccion cruzada en las pruebas serologicas para ambas bacterias [14,48].
Coxiella-like se ha considerado como un endosimbionte de las garrapatas, pero su interés
e impacto ha aumentado debido a la presentacion de posibles infecciones, como la
reportada en 2017 un paciente con escara, linfoadenopatia y bacteremia, que en los
procesos de investigacién dio positivo para una bacteria Coxiella-like, sugiriendo su

participacién como agente causal [49].

Se sugiere la realizacion de estudios posteriores con el fin de complementar el
conocimiento de las infecciones de estos agentes. La utilizacion de diversas pruebas
ELISA o PCR en tiempo real pueden aumentar la sensibilidad para la deteccion de estos
agentes y facilitar su caracterizacién. A su vez, los andlisis multivariados y espaciales
ofrecen elementos claves con el fin de priorizar algunas zonas para hacer los ensayos

posteriores.
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Limitaciones y Perspectivas

Los resultados previamente expuestos tuvieron algunas limitaciones, que, aunque se
trataron de controlar, no fue posible en su totalidad. Estas limitaciones deben ser
considerados al extrapolar los resultados a regién del estudio.

Nuestros resultados deben analizarse a la luz del sesgo de informacion proveniente del
sitio de origen de los animales, debido a que en el pais la trazabilidad del movimiento de
los animales no es exacto. Por esta razén y en conversacién con los conductores que
transportaban los animales, se establecié que podiamos tener una incertidumbre entre O y
el 15%. Asimismo. La seleccion de la muestra fue a conveniencia dada las dindmicas de
la planta y los procesos de faenado, lo cual imposibilité la hacer una seleccién aleatoria de
con los datos, de igual manera no se pudo obtener representatividad proporcional de cada
municipio y temporal debido a que el proceso de llegada de los animales no era

controlable por los investigadores.

La planta de Beneficio presentd en fechas anteriores algunos cierres, por lo cual al
principio del muestreo se tomo6 un mayor nimero de animales con el fin de prever perdida
de muestras; afortunadamente durante el aflo de muestreo no hubo inconveniente, por lo

gue se obtuvo un sobre-muestreo.

La propuesta de riesgo que se gener0 requiere posteriores validaciones en campo y
alimentacion con datos nuevos en la zona para adquirir solidez y robustez, dado que el
modelo se alimentd principalmente con los datos del macroproyecto. A pesar de eso y
gueriendo optimizar la informacién obtenida, esta propuesta puede guiar proyectos de

investigacion posteriores y medidas en salud publica.

Los hallazgos obtenidos complementan la informacién sobre la rickettsiosis en esta parte
del pais, se espera a futuro que estos datos de potenciales zonas de circulacién sean el
soporte de estudios posteriores, especialmente en el estudio de la diversidad de especies
de Rickettsia en las garrapatas, biologia de los potenciales vectores y su impacto en salud
publica, haciendo un enfoque mas particular del comportamiento de la entidad en

poblacién humana de las nuevas zonas identificadas.
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Se espera realizar estudios en otros animales categorizados como centinelas,
especificamente los caninos, debido a que sus datos pueden complementar el escenario
epidemiolégico.

Durante la pasantia se adquirieron conocimiento sobre las técnicas de cultivo celular, lo
cual permitird en estudios fututos ampliar los objetivos y obtener nuevas cepas de la
region.

Es sabido que la rickettsiosis en el pais es un tema aun poco conocido, especialmente en
su eco-epidemiologia donde se integren las relaciones hospedero-patégeno-ambiente, por

lo cual las técnicas implementadas en el actual proyecto mejorardn las maneras de
abordaje en nuestro laboratorio.

Y en dltimo lugar se espera que estos datos fortalezcan la evidencia de que la rickettsiosis
es un evento de salud que debe ser considerado para vigilar, o al menos hacerlo en zonas

priorizadas y en pacientes con sindromes febriles.
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Conclusién general

Los hallazgos de este estudio en el noroeste de Colombia y gracias al uso de los équidos
como centinelas, indican zonas probables de circulacion de Rickettsia spp., de diversas
especies de garrapatas, incluyendo dos especies del complejo A. cajennense, (A. mixtum
y A. patinoi), D. nitens y Rh. microplus; ademas de cuatro especies de Rickettsia (R. felis,
“Candidatus R. colombianensi”, “Candidatus R. franklinii” y una cercana a “Candidatus R.
mendelii”). Esta informacién en conjunto permitié construir un a propuesta de riesgo para
rickettsiosis, la cual esperamos sea de ayuda para estudios posteriores, especialmente de

vigilancia en la region.

Estos hallazgos contribuyen al conocimiento y epidemiologia de estos agentes
transmitidos por garrapatas en el pais. Se espera que en las zonas identificadas se
apliquen medidas de prevencion, control y los protocolos de tratamiento con doxiciclina

ante la sospecha de rickettsiosis humana.

Estos datos se complementaron con una exploraciéon de Ehrlichia spp. y Coxiella burnetii,
lo cual evidencia la exposicion de los équidos con bajas seropositividades a estos

agentes.
Figura final. Se sintetizan los hallazgos mas significativos del macroproyecto.
649 équidos

provenientes 28
municipios

R. Felis
“Candidatus R.
colombianensi”
“Candidatus R.

franklinii*
Rickettsia sp:

Seropositividad:
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57.2)

A. mixtum
A. patinoi
D. nitens

Rh. microplus
A. ovale
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Material suplementario

Tabla S-1. Numeros de acceso al Genbank de las secuencias utilizadas para el andlisis

filogenético.
Especie gltA htrA 16RNAmM Sca5(ompB)
R._bellii CP000087 -
R. canadensis CP003304 -
R. prowazekii CP004888
R._typhi AE017197
R. felis CP000053
R. australis CP003338
R. akari CP000847
“Candidatus R. | KY650697 | MH325383 | KJ569092 KY650699
asembonensis”
R. slovaca CP002428
R. sibirica MF002541- | MF002549 | NR_118678 | AF123722
KU310587
R. honei U59726 AF060704 | NR_1144491 | AF123724
R. rickettsii CP000848
R. rhipicephali CP013133
R._parkeri CO0003341
R. parkeri str. Atlantic CP040325
rainforest
R. mongolotimonae DQ097081 | KT438781 | DQ097085 | DQ09783
R. massiliae CP003319 CP000683
R. conorii AE006914
R. amblyommatis CP14420
R. africae CP001612 | CP012420
R. montanensis CP003340
“Candidatus R. mendelii” KJ882310 - KY348769 | --
‘Candidatus R. | MF034493 -
colombianens’’
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Tabla S-2. Numeros de acceso al Genbank de las secuencias obtenidas en el estudio

Cdédigo garrapata Cebadores Cédigo Genbank
T46 CS78 CS323 MN817133
TO05 CS78 CS323 MN817134
T229 CS78 CS323 MN817135
T235 CS78 CS323 MN817136
T324 CS78 CS323 MN817137
T341 CS78 CS323 MN817138
T311 CS78 CS323 MN817139
T523 CS78 CS323 MN817140
T014 CS78 CS323 MN817141
T014 CS239 CS1069 MN817142
T311 CS239 CS1069 MN817143
T523 CS239 CS1069 MN817144
T309 CS239 CS1069 MN817145
T955 CS239 CS1069 MN817146
T232 CS239 CS1069 MN817147
T955 rompB SFG IF rompB SFG IR MN817148
T472 rompB SFG IF rompB SFG IR MN817149
T523 rompB SFG IF rompB SFG IR MN817150
T523 120-M59 120-807 MN817151
T311 120-M59 120-807 MN817152
T014 120-M59 120-807 MN817153
T018 120-M59 120-807 MN817154
T021 120-M59 120-807 MN817155
T41 CS78 CS323 MN817156
T41 fD1 Rc16S.452n MN817157
T46 fD1 Rc16S.452n MN817158
T46 17KdsF 17KdsR MN817159

Pag. 124



