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RESUMEN

Las rickettsiosis son entidades clinicas de tipo zoondético. Actualmente hacen parte de las
enfermedades desatendidas en salud humana y animal. Los agentes causales son bacterias
del género Rickettsia transmitidas por vectores (piojos, pulgas, &caros picadores y garrapatas)
siendo estas Ultimas el segundo vector mas importante después de los mosquitos en la

transmisién de agentes infecciosos.

En Colombia el estudio de estas enfermedades se ha concentrado en regiones del centro y
noroccidente, mientras en el suroccidente los estudios son escasos. En el departamento del
Cauca existen reportes de la presencia de vectores y seropositividad en humanos que podrian
indicar un posible comportamiento endémico de esta zoonosis en la region. Teniendo en
cuenta esta problemética, el objetivo de este estudio fue estudiar la rickettsiosis transmitida
por garrapatas en zonas rurales del departamento del Cauca y la importancia de Amblyomma

patinoi en la epidemiologia de la enfermedad.

Se propuso un estudio transversal en ocho zonas rurales priorizadas concentradas en 4
municipios del departamento de Cauca. Se realizé una visita en todas las casas de las veredas,
a las personas que cumplieron con los criterios de inclusion y firmaron el consentimiento
informado se les recolecté una muestra de sangre, asi como a los animales domésticos (perros
y caballos) encontrados en el predio; de igual forma se removieron manualmente las

garrapatas encontradas sobre estos.

Se detectaron anticuerpos IgG contra rickettsias del grupo de las fiebres manchadas en sueros
de animales y humanos; las garrapatas fueron identificadas taxonémicamente por claves
morfol6gicas y molecularmente usando genes especificos (16S-rRNA, COI-1y ITS-2). A partir
del DNA extraido de estas se realiz6 la busqueda de genes rickettsiales (gItA, sca5, htrA) y
bajo condiciones experimentales se realizaron ensayos de competencia vectorial de A. patinoi
y un acercamiento del efecto de la infeccion de Rickettsia rickettsii sobre genes seleccionados

del sistema inmune en esta garrapata.

Se obtuvo una seropositividad del 85,7%, 80,4% y 90,6% en humanos, perros y caballos
respectivamente. Se confirmd la circulacién de Amblyomma patinoi, Rhipicephalus sanguineus
s.l., Rhipicephalus microplus y Dermacentor nitens en la region explorada y se identifico
Rickettsia felis, Rickettsia asembonensis y Candidatus Rickettsia senegalensis en D. nitens,

asi como R. asembonensis en A. patinoi. Asi mismo se confirmé la competencia vectorial de



A. patinoi en la transmision de R. rickettsii a hospederos susceptibles en condiciones de
laboratorio, donde se evidencié que la presencia de hospederos amplificadores es una
condicién necesaria para el mantenimiento enzodtico de la bacteria. De otro lado se establecio
que la infeccién por R. rickettsii en A. patinoi, reprime la expresion de algunos genes
importantes del sistema inmune de esta garrapata, los cuales son necesarios en el control de

la proliferacion de patégenos en sus tejidos.

Con estos hallazgos se confirma la circulacion de especies de rickettsias en las zonas rurales
seleccionadas en el estudio, asi como la presencia y competencia vectorial de uno los vectores
mas importantes en la epidemiologia de la rickettsiosis en Colombia. Son necesarios estudios
de mayor alcance en esta region que clarifiquen otros componentes relevantes de esta

ZOOoNoSsis.



ABSTRACT

Rickettsiosis are clinical entities of zoonotic type. Currently, they are part of the neglected
illnesses in human and animal health. The causal agents are bacteria of the genus Rickettsia
transmitted by diferent vectors (ticks, lice, fleas and biting mites) the latter being the second

most important vector in the transmission of infectious agents after mosquitoes.

In Colombia the research of tick-borne diseases has been concentrated in the central and
northwestern regions, while in the southwestern part of the country studies are scarce. There
are reports of the presence of vectors and seropositivity in humans in the department of Cauca
that could indicate a possible endemic behavior of this zoonosis in this region. Considering
these antecedents, the objective of this study was study tick-borne rickettsiosis and the
importance of A. patinoi in the epidemiology of the disease in rural areas of the department of

Cauca.

A cross-sectional study was proposed in eight prioritized rural areas, focusing in 4
municipalities in the department of Cauca. House-to-house sampling was carried out in the
rural areas and blood samples were collected from humans who met the inclusion criteria and
signed the informed consent and domestic animals (dogs and horses), as well as manual
removal of feeding ticks on the sampled mammals.lgG antibodies against spotted fever group
rickettsiae were detected in animal and human sera; ticks were identified taxonomically by
morphological keys and molecularly using specific genes (16S-rRNA, COI-1 and ITS-2). From
the DNA extracted from these, the search for rickettsial genes (gItA, sca5, htrA) was carried
out and under experimental conditions, tests of vector competence of A. patinoi and an
approach of the effect of the infection of Rickettsia rickettsii on selected genes of the immune

system in this tick were carried out.

A seropositivity of 85,7%, 80,4% and 90,6% was obtained in humans, dogs and horses,
respectively. The circulation of Amblyomma patinoi, Rhipicephalus sanguineus s.l.,
Rhipicephalus microplus and Dermacentor nitens in the explored region was confirmed and
Rickettsia felis, Rickettsia asembonensis and Candidatus Rickettsia senegalensis in D. nitens,
as well as R. asembonensis in A. patinoi. Likewise, the vector competence of A. patinoi was
confirmed in the transmission of R. rickettsii to susceptible hosts under laboratory conditions,
where it was evidenced that the presence of amplifying hosts is a necessary condition for the

enzootic maintenance of the bacteria.



On the other hand, it was established that the infection of R. rickettsii in A. patinoi, represses
the expression of some important genes of the immune system of this tick, which are necessary

in the control of the proliferation of pathogens in its tissues.

These findings confirm the circulation of rickettsial species in the rural areas selected in the
study, as well as the presence and vector competence of one of the most important vectors in
the epidemiology of rickettsiosis in Colombia. Larger studies are needed in this region to clarify

other relevant components of this zoonosis.



1. JUSTIFICACION

Desde inicios del siglo XXI, el mundo se enfrenta a un panorama cambiante de enfermedades
zoonoticas, que se han convertido en desafios para la Salud Puablica junto con sus agentes
trasmisores, especialmente por el resurgimiento de ciertos artrépodos como chinches y la
expansion en rango de mosquitos y garrapatas (1). Datos publicados por el CDC (Centro para
el Control y prevencion de Enfermedades de Atlanta), sobre patdgenos transmitidos por
vectores en Estados Unidos entre el 2004 y el 2016, destaca el incremento de los transmitidos
por garrapatas, los cuales representan el 77% del total de los reportes de enfermedades

transmitidas por vectores (2).

Las garrapatas, después de los mosquitos son el segundo vector mas importante de
patdgenos, que causan enfermedades en humanos y animales (3-5), su éxito en la transmision
de patdgenos, esta dada principalmente por aspectos favorables de su fisiologia, determinada
por la adaptacion a una alimentacién prolongada y la modulacion de la respuesta inmune del

hospedero, entre otros, lo que facilita la adquisicién y transmisioén de patogenos (6,7).

Adicionalmente, las garrapatas tienen gran capacidad de adaptacién a diferentes ambientes y
son ampliamente versatiles en cuanto a la variedad de agentes potencialmente patégenos que
pueden transmitir, los cuales son adquiridos durante su proceso de alimentacién sanguinea y
que junto con los microorganismos simbiontes pueden influir en el fitness, desarrollo,
reproduccidn, nutricion y susceptibilidad de infeccion de estos artropodos y por ende en su
capacidad vectorial (8—-12). Gracias a los avances en técnicas de biologia molecular y analisis
bioinformaticos, se han podido establecer los cambios moleculares y genes involucrados en la
sobrevivencia de las garrapatas, propagacion, metabolismo, sistema inmune, entre otros,
importantes en el entendimiento de la interaccién vector-patégeno (9,13—-16). Todos estos
aspectos, han generado gran interés en la comunidad cientifica, académica y en las
autoridades de Salud Publica (1,6,7), ya que a pesar de los hallazgos, aun existen elementos

por dilucidar en cuanto a la biologia de las garrapatas y su rol en la trasmisién de patdgenos.



Las rickettsiosis son enfermedades infecciosas zoondticas emergentes y re-emergentes,
causadas por bacterias patégenas del género Rickettsia y transmitidas al humano a través de
artrépodos vectores como garrapatas, pulgas, piojos y acaros (17). La presentacion clinica de
rickettsiosis en humanos depende de la especie de Rickettsia implicada, e incluye desde un
sindrome febril agudo inespecifico leve, hasta la presentacion de una amplia gama de
manifestaciones clinicas que puede llegar a ser letal cuando el tratamiento no es oportuno y
adecuado (18,19).

En Colombia se han realizado estudios encaminados al entendimiento de las rickettsiosis Los
cuales iniciaron en los afios 30 por el Dr. Patifio Camargo (20), seguidos por el reporte de
casos ocurridos en el 2004 en Villeta, y la presentacion de brotes en Necocli en el 2006, los
Cérdobas en el 2007 y Turbo en el 2008 (21-24), en los cuales la especie implicada fue R.
rickettsii. También se han reportado nuevas especies de garrapatas potencialmente
transmisoras de R. rickettsii, como Amblyomma patinoi, a partir de la cual lograron el
aislamiento por cultivo en el 2015 (25) y A. mixtum en la cual han identificado molecularmente
su presencia (26) Ademas, se han reportado especies nuevas Candidatus Rickettsia y posibles
hospederos mamiferos amplificadores, asi como nuevas zonas endémicas para rickettsiosis
en el pais (25-32).

El departamento del Cauca es una region ubicada al sur occidente del territorio nacional, el
cual retne las condiciones ambientales, climaticas y ecolbgicas propicias para la proliferacién
de garrapatas y sus posibles patégenos. La secretaria Departamental de Salud del Cauca, a
partir de un estudio de campo realizado en el 2013, donde se notific6 la circulaciéon de
garrapatas importantes en la epidemiologia de la rickettsiosis como A. patinoi y Amblyomma
sp., ademas de una seropositividad (contra rickettsias del grupo de las fiebres manchadas) en
humanos del 49% y 17% en los municipios de La Sierra y Rosas, respectivamente, asi como
la deteccion de tres casos activos confirmados por seroconversion (33), manifestd la
necesidad de conocer su situacion frente a esta problematica en ocho zonas priorizadas con
presencia de garrapatas y notificaciones de picaduras en humanos. Teniendo en cuenta lo
anterior, surgi6 la necesidad de explorar su situacién abordando otros aspectos importantes
en la epidemiologia de esta zoonosis. Actualmente se sabe a partir del estudio publicado por
Weber et al.,, 2020 que en una zona rural del municipio del Tambo en la frontera con el

municipio de La Sierra, existe una seropositividad del 79% en humanos, ademés esta el



registro de las reacciones alérgicas observadas en el 94,5% de la poblacion muestreada,

debido a picaduras constantes de garrapatas a las cuales esta expuesta la poblacién (34).

Sin embargo, pese a los antecedentes en nuestro pais, este tipo de enfermedades no son
consideradas en el diagnéstico diferencial de los sindromes febriles, ni estan incluidas en las
enfermedades de notificacion obligatoria fijadas por el Ministerio de Salud y Proteccion Social.
Adicionalmente no se ha determinado el papel vectorial de las potenciales garrapatas
transmisoras de agentes rickettsiales como es el caso de A. patinoi, ni los cambios moleculares
que estas podrian presentar durante la infeccién con R. rickettsii. Lo anterior podria contribuir
en establecer el papel que pueden cumplir estos artropodos en la epidemiologia de la
enfermedad y asi poder generar planes y estrategias encaminadas en la mitigacién de la

proliferacién de estos agentes en zonas endémicas.

Es asi como surge la necesidad de evaluar la circulacion de bacterias del género Rickettsia
transmitidas por garrapatas en zonas rurales del departamento del Cauca, determinar la
competencia vectorial y realizar una aproximacion sobre el potencial efecto que tiene la
infeccion por R. rickettsii en la expresion de genes del sistema inmune de A. patinoi en

condiciones de laboratorio.

2. MARCO TEORICO

En los dltimos afios se ha presentado un incremento a nivel mundial de las enfermedades
infecciosas ocasionadas por diversos microorganismos, este fenémeno es debido
principalmente a cambios ambientales, cambios en la agricultura, en la produccién de
alimentos y en la movilizacion demogréfica global (1). Dentro de estas enfermedades
emergentes y re-emergentes se destacan las zoonosis responsables de un gasto global directo
de $20 billones e indirecto en $200 billones entre 2000 y 2010 (1). Para la enfermedad de
Lyme en Estados Unidos en el 2015 se estim6 que los costos médicos asociados a la atencion
y tratamiento podrian representar cerca de 1.3 billones de dolares cada afio los cuales
incrementan cuando hay falla terapéutica y el paciente retorna al centro de salud (35). Asi
mismo Dexler y colaboradores 2015, calcularon los costos directos e indirectos asociados a la
atencion de fiebre manchada de las montafias rocosas en Arizona y reportaron un valor de
$13.184.968 dolares entre el afio 2002 a 2011 (36). Se estima ademas que el 60% de las
enfermedades en seres humanos y entre un 60% a 75% de nuevas patologias emergentes

corresponden a zoonosis (1).



En el informe publicado por los Centers for Disease Control and Prevention (CDC) de Atlanta
en el 2018 (2) sobre los casos de enfermedades transmitidas por vectores en Estados Unidos
entre los afios 2004 al 2016, genera gran preocupacion ya que resalta que durante este tiempo
las enfermedades trasmitidas por garrapatas a humanos se duplicaron y representaron el 77%
del total de los casos, de estos el 82% atribuidos a la enfermedad de Lyme, y el restante a
enfermedades como babesiosis, anaplasmosis, ehrlichiosis y rickettsiosis del grupo de las
fiebres manchadas (2).

Las rickettsiosis son enfermedades infecciosas zoonéticas emergentes y re-emergentes,
causadas por bacterias patégenas del género Rickettsia y Orientia, transmitidas al humano a
través de artropodos vectores como garrapatas, pulgas, piojos y acaros (17). La epidemiologia
de estas enfermedades esta relacionada con tres componentes fundamentales, entre ellos la
circulacion del vector, de un hospedero amplificador y de condiciones ecoldgicas y/o sociales
que faciliten la exposicion de humanos (37). Es asi como algunas especies de Rickettsia, en
especial las transmitidas por garrapatas, se restringen a las zonas donde circula el vector,
como es el caso de R. rickettsii, limitada al continente americano o R. conorii, distribuida

Unicamente en los paises alrededor del mar Mediterraneo y del mar Negro (38).

2.1 Rickettsias del Grupo de las Fiebres Manchadas

Las bacterias del género Rickettsia pertenecen al reino Bacteria; Filum Proteobacteria; Clase
a-proteobacterias; Orden Rickettsiales y Familia Rickettsiaceae (39). Se caracterizan por ser
bacilos Gram-negativos, aerobios, intracelulares obligados, los cuales sobreviven y se dividen
en las células eucariotas mediante fision binaria (39,40). En los invertebrados pueden infectar
las células de glandulas salival, intestino, hemolinfa y ovario (41,42) y en los vertebrados las

células endoteliales de pequefios vasos sanguineos, ocasionando una vasculitis (43).

Debido a diversas caracteristicas bioldgicas, genéticas y de filogenia, las especies de este
género se han agrupado en 4 grupos: grupo de las fiebres manchadas (SFG) transmitido por
garrapatas, cuya especie mas representativa en el continente Americano es Rickettsia
rickettsii; grupo del Tifus (TG), representado por Rickettsia prowazekii transmitida por piojos y
Rickettsia typhi por pulgas; grupo ancestral (AG) transmitido por garrapatas, representado por

Rickettsia bellii y Rickettsia canadensis, las cuales hasta la fecha no estan relacionadas con



enfermedad en humanos; grupo transicional (TRG) representado por Rickettsia akari, y

Rickettsia felis transmitidas por acaros y pulgas, respectivamente (44).

Rickettsia rickettsii, la especie mas patdégena del SFG, es el agente causal de la Fiebre
Manchada de las Montafias Rocosas también conocida como Fiebre Maculosa en Brasil o
Fiebre de Tobia en Colombia. La sintomatologia de la fiebre manchada o rickettsiosis es
variada y se presenta con una amplia gama de manifestaciones; puede iniciar entre el dia 3 al
14 posterior a la picadura de la garrapata infectada y se caracteriza por un sindrome febril
agudo, seguido por escalofrios, dolor de cabeza intenso, malestar general, exantema tipo
macular, dolores articulares y musculares (18,19,45-48). Datos publicados por el Centro para
el Control y Prevencion de Enfermedades (CDC), sefiala que también se puede observar
edema alrededor de los ojos y en el dorso de las manos, asi como sintomas gastrointestinales
como nauseas, vomito y anorexia (49). Después de cinco dias sin tratamiento adecuado la
rickettsiosis puede alterar el estado mental de la persona, afectar el sistema respiratorio y
generar una falla multiorgénica (49).

R. rickettsii esta restringida al Continente Americano y a la fecha ha sido reportada en paises
como Argentina, Brasil, Colombia, Panama, Costa Rica, México, Estados Unidos y Canada
(50-57); En muchos de los cuales, su deteccién fue realizada durante la primera mitad del
siglo XX vy, después de un largo periodo de silencio epidemiol6gico, re-emerge como un
problema de Salud Publica hasta finales del S. XX y comienzos del S. XXI (58); hasta ese
momento la Unica rickettsiosis transmitida por garrapatas en el continente Americano era
ocasionada por R. rickettsii, (50), pero desde el afio 2004, Rickettsia parkeri fue implicada
como agente causal de fiebres manchadas en América, lo que sugiere que pueden existir otras

especies patégenas (59-61).

En Colombia, los reportes de rickettsiosis datan de 1935, cuando el Doctor Luis Patino
Camargo report6 en la localidad de Tobia (Cundinamarca), un brote de enfermedad febril, con
caso-fatalidad del 95%. De acuerdo con los hallazgos clinicos, el comportamiento en animales
de experimentacion posterior a la inoculacion de sangre de personas enfermas y al aislamiento
de la bacteria, se determind que era una enfermedad similar a la fiebre manchada de las
Montafias Rocosas de Norteamérica, y se denominé fiebre de Tobia (20).

Posterior a un silencio epidemiolégico aproximado de 70 afios se reanudé el interés por estas

enfermedades con la descripcién de multiples brotes de alta letalidad por R. rickettsii en los



departamentos de Cundinamarca, Antioquia y Los Cérdobas entre los afios 2004 al 2008 (21—
24), asi como el reporte de un caso fatal en Chigorodé (Antioquia) en el 2017 (62)y otro caso

de rickettsiosis en el 2020 por R. parkeri en el Uraba Antioguefio (61)

Debido al avance de las técnicas de biologia molecular y al desarrollo del cultivo de estos
microorganismos, en las Ultimas décadas se ha producido un incremento en la descripcion de
nuevas especies y de Candidatus a nuevas especies. Algunas de ellas, previamente
consideradas no patdégenas han demostrado su patogenicidad en humanos. Este es el caso
de Rickettsia slovaca, R. aeschlimannii, R. massiliae R. monacensis en Europa (63) y R.
parkeri en América (60,61); es asi como la descripcién de otras especies de Rickettsia con
poder patégeno ha cambiado la percepcion del riesgo y extension de estas afecciones en el
mundo (64,65).

2.2 Patogénesis de las rickettsias

Cuando las bacterias ingresan al hospedero humano después de ser inoculadas desde las
glandulas salivales de la garrapata durante su alimentacion (entre 6 y 24 horas continuas de
hematofagia), los patdgenos invaden y proliferan mediante fisién binaria en el citoplasma y
nucleo de las células endoteliales que recubren los vasos sanguineos de pequefio y mediano
calibre, sin embargo, las rickettsias pueden infectar otras células como monocitos, macréfagos

y en menor proporcién a los hepatocitos (66,67).

Las rickettsias entran a la célula mediante fagocitosis inducida dado que poseen dos proteinas
de membrana externa que son OmpA (sca0) y ompB (sca5) que junto a las proteinas scal,
sca2 y otros lipopolisacaridos le permiten la adhesion a la célula. Cabe destacar que OmpA,
ompB, scal y sca2 pertenecen a una familia de proteinas de membrana externa denominada
“autotransportadoras” las cuales son encontradas en bacterias Gram negativas (66). OmpB es
una proteina que se encuentra presente en todas las especies del género Rickettsia y actia

como ligando para Ku70, una proteina kinasa localizada en citoplasma y membrana (66—69).

Estudios realizados con R. conorii, han concluido que la interaccion entre Ku70 — ompB es
suficiente para mediar la internalizacion en células no fagociticas, por ejemplo, las células
endoteliales, puesto que recluta a una ligasa de ubiquitina que es necesaria para conducir a

un rearreglo del citoesqueleto en el sitio de adhesion de la célula (66,67,69,70). Una vez dentro



de las células, las rickettsias del grupo de las fiebres manchadas usan enzimas como la
fosfolipasa C y la hemolisina D, codificadas por los genes pld y thyC respectivamente, que
lisan la membrana del fagosoma antes de que se una con el lisosoma y rapidamente escapan
al citoplasma de la célula donde adquiere nutrientes basicos como glutamato, aminoéacidos,
nucleétidos y ATP necesarios para su crecimiento. El proceso patogénico de Rickettsia es
realizado por medio de sistemas de secrecion como el T4SS (66,69). Adicionalmente, en el
citoplasma la bacteria expresa la proteina Sca2 o también llamada Rick-A que recluta al
complejo Arp2/3 que se encarga de polimerizar los filamentos de actina y permitir su
movimiento a lo largo de las células endoteliales adyacentes generando una vasculitis, asi
como influir en la entrada al nicleo donde se pueden dividir mediante fision binaria
(66,67,69,71).

Este movimiento basado en la polimerizacién de la actina se da a una velocidad de 4.8
um/minuto, dicha diseminacion rapida hace que las rickettsias del grupo de las fiebres
manchadas rara vez se acumulen en una misma célula, siguiendo un patrén de infeccién

similar al usado por bacterias como Shigella o Listeria (71,72).

Luego que las células endoteliales han sido infectadas se producen grandes cantidades de
citocinas pro — inflamatorias como IL-1, IL-3, IL-5, IL-6, IL-8, IL-11, IL-14, IL-15, TNF-q,
prostaglandinas, IFN-y, GM-CSF, PDGF, M-CSF e ICAM-1. Existen dos citocinas que son
bactericidas para las rickettsias, estas son el TNF-a y el IFN-y dado que estimulan la
produccién de especies reactivas de oxigeno (ROS) aunque también favorezcan el dafio
endotelial (40,66,69,73). Posteriormente, inicia la respuesta inmune adaptativa donde hay un
predominio de la respuesta mediada por LThl, es decir, se produce una respuesta de tipo
celular con incremento en TNF-a e IFN-y producido por dichos linfocitos y células NK, asi
mismo se favorece la activacion de LTCD8 citotéxicos necesarios para obtener una 6ptima
respuesta inmune contra las rickettsias. Respecto a la respuesta humoral o Th2, esta se
genera por la presentacion de antigenos provenientes de las proteinas OmpA y OmpB a los

linfocitos B.

Los anticuerpos producidos contra estos dos antigenos son muy importantes dado que
generan una proteccion en casos de reinfeccién y contribuyen a la eliminacion de las rickettsias
en el periodo de convalecencia de la enfermedad (73). Sin embargo, también se producen

anticuerpos contra antigenos timo independientes como el lipopolisacarido (LPS), estos



anticuerpos son no protectores contra la infeccion y generan reaccién cruzada entre rickettsias

del grupo de las fiebres manchadas (71).

2.3 Garrapatas (Ixodida)

Las garrapatas son ectoparasitos hematéfagos obligados que en una parte de su ciclo de vida
se alimentan de mamiferos, aves, reptiles y algunos anfibios; son consideradas el segundo
vector mas importante después de los mosquitos en la transmision de enfermedades
infecciosas a humanos y estan implicados en casos de paralisis, toxicosis y reacciones
anafilacticas, asi como en la transmisién incidental de microorganismos patégenos como

bacterias y protozoos a animales y humanos (74—76).

La via de transmisién de agentes infecciosos a hospederos vertebrados susceptibles se da
principalmente a través de la saliva de la garrapata durante el proceso de alimentacion
sanguinea (47). Una vez la garrapata asciende al hospedero e inicia el proceso de
alimentacién requiere un periodo minimo de 4 a 6 horas para que la transmision de la bacteria
sea efectiva, aunque para que sea realmente eficaz, debera prolongarse por lo menos de 22

a 24 horas siendo optima 48 horas de fijacion (57,76,77).

Los mecanismos de transmisién entre artropodos se dan esencialmente por perpetuacion
transestadial, (entre estadios) transmision transovarial (de la hembra infectada a su progenie)
(41,42) o por co-alimentacion (Transmision horizontal), esta Gltima relacionada con la infeccion
gue ocurre durante el proceso de alimentacion por cercania de garrapatas no infectadas con
garrapatas infectadas (78—80). Estos mecanismos son considerados esenciales en la ecologia
de Rickettsia (57,81).

Las garrapatas se pueden encontrar en todas las regiones del planeta, con una gran diversidad
en regiones tropicales y subtropicales (19,73,74). Se estima que existen alrededor de 955
especies de garrapatas distribuidas en tres familias asi: 736 pertenecen a Ixodidae, 218 a
Argasidae y 1 a Nuttalliellidae (81). En la region neotropical hay descritas 200 especies de las
cuales 116 pertenecen a la familia Ixodidae (82—-84) y 84 a la familia Argasidae (82,83,85). La

familia Ixodidae se distingue por la presencia de placas o escudos de quitina por lo cual se les



conoce usualmente como garrapatas “duras o acorazadas”. Las caracteristicas morfoldgicas
y/o biolégicas de los Ixédidos permiten que haya una subdivision en garrapatas de rostro corto
o largo y en garrapatas de uno, dos, o tres hospederos. Las garrapatas de rostro largo tienen
el segundo segmento de los palpos mas largo que ancho, y las de rostro corto, este segundo
segmento es tan largo como ancho (73,86). Las garrapatas de un solo hospedero: son aquellas
gue cumplen su ciclo de vida sin cambiar de hospedero, abandonandolo solamente cuando
estan completamente alimentadas y desprendiéndose de éste para ovipositar en el suelo. Las
garrapatas de dos hospederos desarrollan sus fases de larva y ninfa en uno solo y lo
abandonan para mudar en el suelo, transformandose en adultas para buscar un segundo
hospedador y completar su ciclo de vida. Finalmente, las garrapatas de tres hospedadores se
caracterizan porque utilizan un hospedero diferente para el proceso de alimentacion de cada
uno de sus tres estadios de vida y realizan la muda fuera de este (73,86).

Las garrapatas de la familia Argasidae, cuentan con aproximadamente 189 especies en el
mundo; se identifican por no poseer engrosamientos cuticulares, por lo cual se les denomina
garrapatas “blandas o coriaceas”, las cuales ademas de encontrarse en mamiferos, también
se encuentran parasitando aves; se caracterizan por un dimorfismo sexual poco marcado, por
la localizacion de los estigmatos entre la terceray cuarta pata, por las piezas bucales atrofiadas
en adultos y por la ausencia de areas porosas en las hembras. Por Gltimo, se incluye la familia
Nuttalliellidae, la cual posee caracteristicas intermedias entre las familias Argasidae e
Ixodidae, y estd compuesta actualmente por una sola especie reportada en Africa (Nuttalliella

namaqua) (74,82).

En Colombia, las primeras referencias sobre garrapatas aparecen en descripciones de las
colecciones entomoldgicas de Osorno Mesa (1939), donde se realiza la descripciéon de varias
especies, sus hospederos y lugares de ocurrencia, al igual que claves taxondmicas para su
identificacion (83). Debido al clima tropical del pais se favorece la presencia de diversas
especies de garrapatas entre ellas, de los géneros Rhipicephalus, Amblyomma y Dermacentor,

de gran importancia en salud humana y animal (84—86).

Asi mismo esta documentado que existen especies que podrian estar incriminadas en la

transmision de rickettsias en el pais, entre ellas Amblyomma dissimile con Rickettsia sp.



cepa Colombianens (27), A. cajennense con Rickettsia sp. (29), A. ovale con R. parkeri cepa

Atlantic rainforest (28) A. patinoi y A. mixtum con R. rickettsii (25,26).

2.4 Distribucién de garrapatas relacionadas con la transmision de Rickettsia.

Diferentes especies de garrapatas han sido descritas como vectores, reservorios o
amplificadores de bacterias como Rickettsia, Ehrlichia, Anaplasma, Borrelia, entre otras, donde
su distribucién y ecologia tienen gran impacto en la epidemiologia de estas enfermedades
(86,87).

En Norte América, los principales vectores asociados a la transmisién de Rickettsia son
Dermacentor andersoni en la regién occidental y Dermacentor variabilis en la regién oriental
de Estados Unidos (88—90), asi como Rhipicephalus sanguineus sensu lato (s.l.) en areas del
estado de Arizona en Estados Unidos y Norte de México (89) y Amblyomma americanum en
el Noreste de Estados Unidos (91).

En Latinoamérica y el Caribe, las especies de garrapatas implicadas estan incluidas dentro de
los géneros Amblyomma, Rhipicephalus, Haemaphysalis y Dermacentor (50,92). ElI complejo
Amblyomma cajennense s.l., comprende seis especies definidas como vectores principales de
R. rickettsii en algunas areas de centro y sur América (57,93), las cuales son morfol6gica y
genéticamente similares y estan distribuidas en diferentes regiones desde Texas hasta el
Norte de Argentina asi: A. cajennense sensu stricto (distribuida en la Region Amazonica), A.
mixtum (desde Texas hasta la regién occidental de Ecuador), A. sculptum (Norte de Argentina,
Bolivia, Paraguay y Brasil), A. interandinum (Valle Interandino de Peru), A. tonelliae (regiones
secas del norte de Argentina, Bolivia y Paraguay) y A. patinoi (Colombia) (93,94). Estas
especies se alimentan de una variedad de hospederos, principalmente mamiferos domésticos
y algunos silvestres de mediano y gran tamafo (94,95); este complejo contiene ademas

algunas de las garrapatas antropofilicas mas importantes de la region Neotropical (96).

Amblyomma aureolatum ha sido reportada en Brasil y paises de Sur América donde las
condiciones de temperatura y humedad son favorables para su reproduccion (97), la cual
actualmente es el principal vector de R. rickettsii en el Area Metropolitana del estado de S&o
Paulo (57). Otras especies de Amblyomma como A. triste y A. ovale, estan relacionadas como

vectores de R. parkeri en Sur América (98—100).



Rh. sanguineus comunmente identificada como la garrapata marrén del perro, no solo ha sido
reportada como potencial vector en el este de Arizona (89). Se ha reportado asi mismo positiva
para genes de Rickettsia en Estados Unidos (101), México (102—-104), Brasil (105), y Argentina
(106,107). Estudios realizados en Brasil han inferido que es posible que esta especie pueda
representar un riesgo potencial de transmision de R. rickettsii a humanos (108). Asi mismo,
Haemaphysalis ha sido reportada como posible vector de Rickettsia en Brasil (109-111)

Canada (112) y Costa Rica (54) y Dermacentor nitens, en Panama (113,114).

A. mixtum y A. patinoi han sido reportadas como potenciales vectores de R. rickettsii en
Colombia en la regién oriental y central del pais, respectivamente, al ser identificadas en zonas
endémicas de rickettsiosis y por la identificacion molecular de esta bacteria por técnicas de
biologia molecular y cultivo en el caso de A. patinoi (25,26).

2.5 Papel de los animales en la transmision de rickettsias del grupo de las fiebres
manchadas.

En los caninos, la rickettsiosis es una enfermedad potencialmente fatal en especial si es
causada por R. rickettsii en perros menores a 3 afios (115,116). Al igual que en los humanos,
estas bacterias tienen tropismo por las células endoteliales de pequefias arterias y vénulas
generando una vasculitis necrosante, ademas pueden aparecer sintomas neurolégicos,
descarga ocular bilateral, edema conjuntival, anorexia, fiebre y letargia que pueden conllevar
a la muerte del animal en cuestion de dias (116-119). Dado que estos mamiferos son
susceptibles a esta enfermedad y son comiUnmente parasitados por garrapatas como Rh.
sanguineus y A. cajennense, la determinacion de la seropositividad de rickettsias del grupo de
las fiebres manchadas en estos, contribuye a obtener informacion sobre las zonas de alto

riesgo para poblaciones humanas (120,121).

Respecto a los factores de riesgo en esta poblacién, Melo et al, 2011 reportaron que vivir en
areas rurales, utilizarlos para caceria y el estar infestados con A. cajennense, son factores
asociados a la infeccion de caninos por parte de rickettsias del grupo de las fiebres manchadas
(122). Por esta razén estos mamiferos son considerados centinelas en las zonas donde
pueden circular agentes rickettsiales como R. rickettsii (123-125). Pinter et al. en 2008,
reportaron la importancia de los perros para detectar la presencia de R. rickettsii en las zonas

donde la garrapata A. aureolatum es el principal vector de fiebre manchada en Brasil (126).



En caballos se ha demostrado que estos no desarrollan signos clinicos ni anormalidades
hematoldgicas al ser infectados experimentalmente con R. rickettsii, pero si generan
anticuerpos IgG contra rickettsias 10 dias después de la infeccion (127), argumentando con
esto, que estos animales podrian no ser amplificadores de R. rickettsii, en condiciones

naturales, pero si buenos centinelas de infeccion (127).

Diversos animales silvestres han sido reportados como potenciales amplificadores de
rickettsias. En paises como Estados Unidos, se ha identificado Microtus pennsylvanicus como
un amplificador eficiente para R. rickettsii dado que es abundante en zonas endémicas de
rickettsiosis, es hospedero primario de D. variablilis y desarrolla rickettsemias las cuales
favorecen la infeccion de garrapatas durante su proceso de alimentacion (128).

En México se ha reportado el hallazgo de Rickettsia sp. cepa Colombianensi y Rickettsia
amblyommatis en garrapatas recolectadas de Boa constrictor (boa comun), Iguana iguana
(iguana verde) y Rhinella marina (sapo de cafa), infiriendo con esto que posiblemente
especies de anfibios y reptiles que son parasitados por garrapatas, podrian ser hospederos

amplificadores de rickettsias (129).

En Brasil, los perros domésticos, las zariglieyas y los capibaras (Hydrochoerus hydrochaeris),
son considerados hospederos amplificadores de R. rickettsii (57,130,131). Estudios realizados
con capibaras han establecido que este es un hospedero amplificador eficiente de R. rickettsiii
para Amblyomma sculptum (miembro del complejo A. cajennense) (94,132). Asi mismo se ha
demostrado que capibaras infectados experimentalmente no desarrollan sintomatologia
clinica, pero si desarrollan rickettsemias en la primera infeccién permitiendo que la garrapata
adquiera la bacteria durante su proceso de alimentacion, estableciendo con esto el papel que
cumple este mamifero en la epidemiologia de la enfermedad en zonas endémicas en Brasil
(131,133).

En Colombia se han realizados diferentes estudios con el fin de establecer el papel que
cumplen los animales domésticos y los silvestres en la epidemiologia de la enfermedad,
realizando la deteccion de anticuerpos contra rickettsias del grupo de las fiebres manchadas
asi como deteccion de genes de Rickettsia sp. En animales domésticos se han reportado
porcentajes de seropositividad en diversas regiones del pais (134-136), asi mismo se ha

explorado en animales silvestres la deteccién de anticuerpos o deteccién de genes de



Rickettsia sp. (32,134) Miranda et. al 2011, establecieron una seroprevalencia de anticuerpos
contra rickettsias del grupo de las fiebres manchadas del 22% en chigliros capturados en zona
rural del municipio de Monteria, sugiriendo con sus resultados, que estos animales podrian ser
usados como potenciales centinelas de la circulacion de rickettsias y marcadores de las areas
de riesgo para la transmision de rickettsiosis (137). Quintero et. al en el 2013 reportaron una
frecuencia de infeccién del 6,8% en roedores silvestres (335 individuos); el roedor con la
frecuencia de infeccion més alta fue Zygodontomys cherriei con el 12,8%, seguido por Rattus
rattus con el 5% y la deteccion de anticuerpos mas alta fue reportada en Rattus rattus con el
73,5% seguido por Zygodontomys cherriei con 16,3% (32) lo cual podria sugerir que estos
roedores pueden desempefiar un papel importante en la epidemiologia de la rickettsiosis en el
pais.

Por otro lado, Londofio et. al en el 2017 reportaron una seroprevalencia en animales
domésticos del 36,8%, en roedores sinantropicos del 30,3% y en pequefios mamiferos
silvestres del 25% contra rickettsias del grupo de las fiebres manchadas; Didelphis marsupialis,
presento la seroprevalencia mas alta con un 88,9% seguido por Metachirus nudicaudatus con
el 66,7% (134).

La disponibilidad de hospederos amplificadores vertebrados que desarrollen altas
rickettsemias, por periodos de tiempo prolongados es indispensable para el mantenimiento de
especies de Rickettsia (transmitidos por garrapatas) en su ciclo enzo6tico al infectar nuevas

garrapatas y generar linajes de garrapatas infectadas (131).

2.6 Competencia Vectorial

La capacidad y la competencia vectorial son a menudo usadas para describir la habilidad de
un artropodo de servir como vector de agentes infecciosos, sin embargo, la capacidad vectorial
es influenciada por determinantes ambientales que afectan la densidad del vector, la
longevidad y la competencia. La competencia vectorial, es un componente de la capacidad
vectorial que depende de factores genéticos que afectan la habilidad del vector para transmitir

un patégeno (9,138).

Diversos estudios de infeccion experimental han permitido corroborar la perpetuacion
transestadial y transmision transovarica de R. rickettsii en garrapatas de los géneros D.
andersoni, D. variabilis, A. cajennense s.l., A. aureolatum y Rh. sanguineus (50,57,139). Sin

embargo y pese a la existencia de mamiferos amplificadores en regiones donde circulan los



diferentes vectores, los porcentajes de infeccidn con R. rickettsii reportados en estas especies

de garrapatas en condiciones naturales son bajos.

Para D. variabilis, Carmichael et. al. 2010, reportaron un porcentaje de infeccion con R.
rickettsii del 1,78% (140), asi mismo estudios posteriores publicados entre los afios 2016 al
2021, notificaron infecciones entre 0% hasta 1,3% en esta especie de garrapata recolectada
de diferentes regiones de Estados Unidos (141-145).

En D. andersoni la mayoria de las publicaciones reportan 0% de infeccién por R. rickettsii en
condiciones naturales (146—148) este fenémeno es explicado por el efecto letal que ocasiona

esta bacteria en la garrapata lo cual justifica las bajas tasas de infeccion (149).

De acuerdo con lo publicado por Ribeiro-CM et. al 2021, la especie de garrapata
frecuentemente infectada en condiciones naturales con R. rickettsii es R. sanguineus (150).
Diferentes regiones de Norte, Centro y Sur América han publicado diversos porcentajes de
positividad con esta bacteria. En Panamd, Martinez-Caballero et. al. 2018 report6 8,7% de
infeccion (151), México ha reportado porcentajes de infeccion en este vector hasta del 31,2%
(103,152-154), Brasil del 13,1% (108,150,155) y Estados Unidos del 2,8% (89,156). Durante
los dltimo afios, esta especie de garrapata ha sido establecida como clave en la dinamica de
transmision de R. rickettsii en los ciclos enzodticos y por lo tanto se infiere que podria estar

involucrada en el ciclo de la enfermedad (157,158).

El género Amblyomma incluye diversas especies que a lo largo de la historia han sido
implicadas como reservorios y potenciales vectores de R. rickettsii, este es el caso de A.
aureolatum, A. cajennense s.I, A. dubitatum, A. parvum, A, imitator, A. sculptum, A. mixtum A.
tonelliae y A. patinoi (25,26,57,132,159-168).

En Brasil, A. cajennense ha sido reportado con tasas de infeccion entre el 0,5% hasta 1,28%
(160,166) y de 0,89 en A. aureolatum (161). Para A. mixtum se reportan tasas del 20,7% (26)
y en A. patinoi del 6,6% (25).

Trabajos experimentales realizados con A. cajennense s.., por Soares et al., 2012,
demostraron la transmision transovarial y transestadial en esta especie y la capacidad de
transmitir la bacteria a hospederos susceptibles (cobayos y conejos) y generar la enfermedad.
Sin embargo, sélo una parte de las garrapatas de cada estadio adquirieron la infeccion y

menos del 50% de las hembras transmitieron eficientemente la bacteria a su progenie (165).



En A. aureolatum Labruna et al., 2011, observaron eficiencia del 100% en la perpetuacion
transestadial en los 3 estadios y transmision transovarica, sin embargo, se reportaron bajas

tasas de reproduccion y sobrevivencia de las garrapatas al ser infectadas (164).

En A. tonelliae, Tarragona et al 2016, demostraron que todos los estadios de esta especie
tienen la capacidad de infectarse con R. rickettsii y mantenerla transestadial y

transovarialmente (169).

Estudios de infeccion experimental con Rh. sanguineus, por el contrario han demostrado la
susceptibilidad de esta especie de infectarse con R. rickettsii cepa Taiagu en condiciones de
laboratorio y a pesar de no ser efectiva la transmision transovarial, si se observa perpetuacion
transestadial (170).

En todos los casos se ha demostrado que R. rickettsii en alguna medida afecta el indice
reproductivo de la garrapata y por tanto estas especies por si solas no son capaces de
mantener la bacteria por sucesivas generaciones, por lo cual se requiere de hospederos

amplificadores para garantizar su mantenimiento en la naturaleza.

2.8. Garrapatas y sistema inmune

Las garrapatas durante su proceso de alimentacion adquieren diferentes patégenos como R.
rickettsii que ingresan por medio de la sangre ingerida. El patégeno al interactuar con el vector
se replica en espacios intra o extracelulares, como intestino, hemolinfa, glandulas salivales u
ovarios (171). El éxito de replicacion depende de la capacidad del patégeno de superar las
barreras de los 6rganos del artropodo, especialmente en el intestino por ser la primer barrera
en la infeccion (171,172).

Luego de infectar el intestino donde ocurre el primer ciclo de replicacion del patégeno, estos
son transmitidos por medio de la hemolinfa a los ovarios o a las glandulas salivales (o ambos
dependiendo del microorganismo). Los que alcanzan a sobrevivir en las glandulas salivales
son transmitidos a otros hospederos en el siguiente ciclo de alimentacién y los que sobreviven

en los ovarios pueden transmitirse transovaricamente a su progenie (172)

De acuerdo con lo publicado por Hajdusek et al., 2013, en las garrapatas las moléculas y los

mecanismos inmunes constituyen barreras para la transmision de patégenos, proponen



ademas que en los diferentes 6rganos de estos artrépodos existen moléculas como péptidos
antimicrobianos tipo defensinas, microplusinas, lisozimas, distribuidas en glandula salival,
ovario, intestino y hemolinfa (172) asi como mecanismos del sistema del complemento,

fagocitosis, encapsulacién entre otros (172,173).

Los péptidos antimicrobianos (PAM) son efectores importantes del sistema inmunolégico de
invertebrados y vertebrados, que tienen un amplio espectro de actividad contra
microorganismos (174). En garrapatas, los principales sitios de expresion de PAM son
hemocitos, grasa corporal, intestino, ovarios y glandulas salivales, donde pueden modularse
en respuesta a la alimentacién de sangre o a la presencia de un agente microbiano (175).
Varias revisiones de los PAM de garrapatas que abordan su caracterizacion, asi como su
interaccion con microorganismos se han publicado en la Ultima década (172,176,177).

El sistema inmunolégico de las garrapatas, asi como en otros artropodos, es integrado, versatil
y posiblemente capaz de hacer una red de conexiones entre vias de sefializacion, fortaleciendo
asi la respuesta eficaz antimicrobiana (173). En la busqueda de esclarecer este tipo de
mecanismos, se han empleado diversas metodologias como los andlisis de RNAseq, qPCR
entre otras, que han establecido tanto la regulacién como la no regulacion de genes del
sistema inmune en garrapatas bajo condiciones de laboratorio en infecciones por diversos

microorganismos, entre ellos R. rickettsii (13,178,179).



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo general

Estudiar la rickettsiosis transmitida por garrapatas en zonas rurales del departamento del

Caucay la importancia de A. patinoi en la epidemiologia de la enfermedad.

3.2 Objetivos especificos

1. Determinar la seropositividad y los factores asociados a la rickettsiosis transmitida por
garrapatas en humanos provenientes de zonas rurales del departamento del Cauca.

2. Determinar la seropositividad de rickettsiosis transmitida por garrapatas en animales
domésticos de zonas rurales del departamento del Cauca.

3. Identificar las especies de Rickettsia, presentes en garrapatas recolectadas de
animales domeésticos de zonas rurales del departamento del Cauca.

4. ldentificar la frecuencia de rickettsiosis en pacientes sintomaticos febriles de una zona
priorizada del departamento del Cauca.

5. Evaluar la Competencia Vectorial de Amblyomma patinoi infectada con Rickettsia
rickettsii en condiciones de laboratorio

6. Realizar una aproximacion del efecto de la infeccion de Rickettsia rickettsii sobre la
expresion de genes relacionados con el sistema inmune en Amblyomma patinoi

infectada en condiciones de laboratorio.

4. METODOLOGIA

4.1 Area geogréfica de estudio

El departamento del Cauca se encuentra ubicado entre las cordilleras central y occidental en
las regiones Andina y Pacifica. Su localizacion geografica esta a los 00°58'54” /03°19°04”
latitud norte y 75°47°36” / 77°57°05” longitud oeste. Cuenta con una superficie de 29.308 km2
compuesta principalmente por selva y llanura. El relieve del territorio pertenece al sistema

andino distinguiéndose a nivel macro siete unidades morfolégicas: la llanura del Pacifico,



cordillera Occidental; cordillera Central, altiplano de Popayan, Macizo Colombiano, Valle del
Patia y el sector de la cuenca del Amazonas. Por la geografia de la region se presentan
variaciones en el clima representadas en los pisos térmicos calido, templado y frio y los pisos
bioclimaticos subandino, altoandino y paramo. Limita al Norte con el departamento del Valle
del Cauca, por el Este con los departamentos de Tolima, Huila y Caquetda, por el Sur con
Narifio y Putumayo y por el Oeste con el océano Pacifico. Tiene una poblaciéon de 1.243.503
habitantes segun datos del DANE 2018 (180) y cuenta con una gran diversidad étnica que

comprende poblacion indigena, negra, mulata o afrocolombiana, de alrededor del 43% (181).

El departamento del Cauca esta dividido en 38 municipios, 99 corregimientos, 474
inspecciones de policia, asi como numerosos caserios y sitios poblados. La economia esta
basada principalmente en la produccién agricola y ganadera, la explotacion forestal, la

actividad pesquera y el comercio. (182,183)

El estudio fue realizado en ocho zonas rurales pertenecientes a 4 municipios del departamento
de Cauca, ver Tabla 1 y Figura 1. La seleccion de las zonas rurales se realiz6 teniendo en
cuenta: Reporte de presencia de garrapatas en animales, antecedentes de picadura de
garrapatas en humanos, facilidad de acceso por carretera y sitios sin problemas de orden
publico en las fechas de ejecucién del proyecto. Esta informacion fue suministrada por el area
de Zoonosis de la Secretaria Departamental de Salud del Cauca, técnicos de saneamientos y

auxiliares de enfermeria de cada zona.

Las condiciones geogréficas de las zonas rurales donde se realiz6 el estudio se detallan en la
tabla 1.



Tabla 1. Condiciones geograficas zonas rurales

Municipio Vereda Coordenadas geogréficas Altitud Temperatura
(metros) promedio

La Sierra Juana N 2°14°23.022"/ O 76° 54" 1.139"N 773 20°C
Castafia 2°14° 22.212" ] O 76° 53'52.835" 755

El Tambo El Zarzal N 2°27° 18.226" / O 76° 43'54.571" 1677
El Placer N 2°25"4.381"/ 0O 76° 46°53.959" 1789 20°C
Betania N 2°28" 41.673"/ O 76° 48°36.351" 1723

Santander Lomitas N 3°2° 15.223"/ O 76° 34°37.983" 1024

de Arriba N 3°3" 39.535"/ O 76° 33'41.36" 991 26°C

Quilichao Lomitas N 3°4" 28.979"/ O 76° 33'23.671" 985
Abajo N 3°5719.195"/ O 76° 33" 24.057" 976

Caloto El Credo N 3°2 1.45"/0 76°17 57865" 1606 18°C
Huellas N 2°59" 35.156" / O 76°22°46.918" 1723
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Figura 1. Ubicacion geogréafica departamento del Cauca

Fuente: Autor



4.2 Poblacion y muestra

Se realiz6 un muestreo por conveniencia en cada una de las veredas incluidas en el estudio:
Juana Castafia del municipio de La Sierra; Zarzal, Placer y Betania en el municipio del Tambo;
Lomitas arriba y lomitas abajo en Santander de Quilichao, y las veredas el Credo y Huellas,
del resguardo indigena de Huellas en el municipio de Caloto. EI muestreo fue realizado entre

agosto a noviembre del 2017.

Para la colecta de las muestras se realiz6 una visita casa a casa en todas las veredas, donde
se explicé el objetivo del estudio; las personas mayores de 18 afios que aceptaron participar
voluntariamente firmaron el consentimiento informado (Anexo 1), se diligenci6 la encuesta de
datos demograficos (Anexo 2) y se recolectaron las muestras de sangre (en un tubo secoy en
otro con anticoagulante) de cada participante. Se excluyeron menores de 18 afios, residentes

no habituales y visitantes.

Al mismo tiempo, también se colect6 informacion basica (nombre, especie, raza, sexo, edad,
peso) sobre animales domésticos (perros, caballos y vacas) que se encontraban en las
viviendas. Posterior a la firma del consentimiento (Anexo 3) por parte de cada duefio y con
ayuda de los médicos veterinarios del proyecto, se inmovilizaron estos animales por
aproximadamente 10 minutos, se les realiz6 un examen fisico con el fin de recolectar el mayor
namero de garrapatas, y posteriormente se recolectaron muestras de sangre (en un tubo seco

y en otro con anticoagulante).

4.3 Deteccidn de anticuerpos IgG contra rickettsias del grupo de las fiebres manchadas en
humanos y animales.

Las muestras de sangre recolectadas tanto de humanos como de animales fueron
identificadas y rotuladas con un cédigo asignado por el proyecto, posteriormente se
centrifugaron con el fin de separar suero y fueron refrigeradas y transportadas conservando la
cadena de frio hasta el Laboratorio de Bacteriologia Especial de la Pontificia Universidad

Javeriana, donde se almacenaron a -20°C hasta su procesamiento

Para la deteccion de anticuerpos IgG contra rickettsias del grupo de las fiebres manchadas en

muestras de suero de humanos se utilizd la técnica de inmunofluorescencia indirecta (IFI)



utilizando laminas antigenadas con R. rickettsii cepa Sheila Smith, siguiendo el protocolo
estandarizado del Laboratorio de Bacteriologia Especial (Anexo 4). Para esto se realizaron
diluciones seriadas base 2 iniciando en 1:64 y se finaliz6 en la dltima dilucién en la cual se
observé fluorescencia, esto con el fin de establecer el titulo del anticuerpo, teniendo en cuenta

como resultado positivo (punto de corte) una dilucion = 1:64.

El conjugado utilizado fue Alexa Fluor ® 488- conjugated AffiniPure Fragment Monkey Anti-
Human IgG, en una dilucion de 1:400. Como controles positivos y negativos se utilizaron
muestras de suero humanos (positivas y negativas) obtenidas y testadas en un estudio previo

realizado en el Cauca (34).

Para identificar los anticuerpos en muestras de sueros de perros y caballos se utilizaron
laminas antigenadas con la cepa R. amblyommatis, siguiendo el procedimiento anteriormente
escrito, teniendo como punto de corte la dilucién 1:64 y realizando diluciones seriadas hasta
el titulo en el cual se observo fluorescencia. Los conjugados usados fueron: Alexa Fluor ® 488-
conjugated AffiniPure Rabbit Anti-Dog 1gG, dilucién 1:800 para perros, y Alexa Fluor ® 488-

conjugated AffiniPure Goat Anti-Horse 1gG, dilucién 1:800, para caballos.

4.3.1 Célculo de factores asociados

Teniendo en cuenta estudios previos realizados con enfermedades transmitidas por
garrapatas, sus posibles factores asociados y con el &nimo de explorar otras variables que
pudiesen hacer parte importante en la epidemiologia de la rickettsiosis, se seleccionaron las

siguientes variables en este estudio:

Ocupacion: agricultor, ama de casa; Género: mujer, hombre; Tiempo de permanencia en la
vivienda: menor a 1 afio, entre 1y 5 afios, entre 5y 10 afios, mayor a 10 afios; Edad: jovenes
(de 18 a 26 afios), adultos (de 27 a 59 afos), persona mayor (mayores de 60 afios); Material
de fabricacion de paredes: bareque, cemento, esterilla, ladrillo; Material de fabricacion de piso:
tierra, madera, cemento, ceramica; Presencia de fiebre Gltimo afio; Animales en predio; Ratas,
chuchas o zariglieyas cerca de la casa; Garrapatas en la casa al momento de la visita,;
Garrapatas en los animales al momento de la visita; Problemas de garrapatas en algin
momento en el predio; Picadura por garrapatas; Tenencia de perros, caballos o vacas en el

predio



Para calcular los factores asociados a la presencia de anticuerpos contra rickettsias del grupo
de las fiebres manchadas en humanos, se calculé una razon de prevalencias entre dos grupos
(seropositivos y seronegativos), versus las variables incluidas en la encuesta de datos
demograficos. En el grupo de “seropositivos” se incluyeron aquellos positivos para anticuerpos
teniendo como punto de corte la dilucion 1:64 y como “seronegativos” aquellos a quienes no

se les detectd anticuerpos. La razén de prevalencias fue calculada de la siguiente manera:

Se elabor6 una tabla de 2 x 2 utilizando la herramienta epidemioldgica on-line Working in
epidemiology WinEpi® 2006 version 2.0 (184) y se calculé la prueba de chi-cuadrado y Odds
Ratio segun el caso y el test exacto de Fisher mediante GraphPad Prism version 7.0
(GraphPad Software, United States),. Para este analisis se tuvo en cuenta: Nivel de confianza
del 95%.

Para la interpretacion y validacion de resultados se tuvo en cuenta los siguientes criterios:

Significancia estadistica: Aquellos cuya unidad no estaba incluida en el intervalo de
confianza calculado. La herramienta epidemioldgica on-line Working in epidemiology WinEpi®
2006 version 2.0 (184) calcula dos intervalos de confianza, uno por aproximacion logaritmica
y otro por aproximacion basada en la prueba de Chi-cuadrado.

Interpretacion de la razon de prevalencias:

Cuando el valor resultante fue menor de 1: el factor al que el individuo estaba expuesto
correspondi6 a un posible factor protector. Cuando el valor resultante fue igual a 1: no existié
asociacion entre la enfermedad y la exposicién al factor. Cuando el valor resultante fue mayor

de 1: el factor al que el individuo estuvo expuesto correspondié a un posible factor de riesgo.

En el test exacto de Fisher se tuvo en cuenta la significancia estadistica verificada por el un
valor P<=0.05.

4.4 |dentificacion de especies de Rickettsia, presentes en garrapatas recolectadas de
animales domésticos

La metodologia de este objetivo se puede encontrar en la siguiente publicacion:

Heidy-Carolina Martinez Diaz, Juliana Gil-Mora, Paola Betancourt-Ruiz, Carlos Ramiro Silva-
Ramos, J. Manuel Matiz-Gonzélez, Maria-Alejandra Villalba-Perez, Maria Catalina Ospina-
Pinto, Alejandro Ramirez-Hernandez, Luz-Adriana Olaya-M, Eliana Bolafios, Claudia Cuervo,
Efrain Benavides, Marylin Hidalgo. Molecular detection of tick-borne rickettsial pathogens in
ticks collected from domestic animals from Cauca, Colombia, Acta Tropica, Volume 238, 2023,



106773, ISSN 0001-706X, https://doi.org/10.1016/j.actatropica.2022.106773. Anexo 8 -
Articulo 2 (185)

4.4.1 Organizacion de pooles y clasificacion taxonémica de garrapatas.

Las garrapatas recolectadas (en aproximadamente 10 minutos) sobre los animales domésticos
(perros, caballos y vacas) fueron conservadas en etanol al 70% y transportadas al Laboratorio.
Posteriormente las garrapatas fueron lavadas con etanol al 70% y separadas por estadio,
especie de animal y municipio para realizar su respectiva clasificacion taxondémica siguiendo
diferentes claves de referencia (94,186,187). Luego, fueron separadas por pooles (grupos) en
viales de 1,5 ml teniendo en cuenta la especie de garrapata identificada, el estadio de vida,
municipio y animal sobre el cual se recolectd. La separacion de pooles fue realizada de la
siguiente forma: los machos de 6 a 7 especimenes por vial; las hembras de acuerdo con su
tamafio de a2, 10 2, las ninfas de a8 a9y las larvas de 16 a 17 dependiendo el caso. Todos

los viales fueron debidamente marcados y conservados hasta su procesamiento.

4.4.2 Extraccion y cuantificacion de DNA

Luego de la obtencion de los pooles, se descarté cuidadosamente el etanol de cada vial y para
garantizar la evaporacion de este y evitar interferencias en el proceso, se calentd cada uno a
70°C por aproximadamente 15 a 20 minutos, luego se procedié a macerar con punta plastica

sellada, se agreg6 40 ul de PBS 1X y se almacend a -20°C hasta su procesamiento.

Para la extraccion del DNA, se utiliz6 el estuche comercial Qiagen (DNeasy Blood and Tissue;
QIAGEN Inc., Valencia, CA), siguiendo las indicaciones del fabricante, el cual tuvo una
modificacion en la primera parte que consistio en reemplazar el buffer ATL y la proteinasa K
por DNAzol® (188). EI DNA obtenido fue almacenado en crioviales de 1.5 ml y conservado a
-20°C hasta su amplificacion. Como controles de extraccion, se utilizé un tubo adicional sin
macerado de garrapatas, con el cual se realiz6 todo el procedimiento. La cuantificacion del
DNA se realiz6é con espectrofotémetro Nano Genius verificando su concentracion en ng/uL y
su calidad (relacién 260/280 entre 1,8 y 2).
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Para verificar la calidad del DNA y la ausencia de inhibidores, se realiz6 la amplificacion del
gen B-actina (189) proteina altamente conservada en eucariotas, por PCR convencional
(cPCR), utilizando los iniciadores Actin-FWD y Actin-REV (Tabla 2)

4.4.3 ldentificacion molecular de garrapatas

Posterior a la identificacion morfolégica de las garrapatas, se realizé la amplificacion por PCR
convencional de los genes mitocondriales 16S-rRNA y COI-1 de 460pb y 700pb
respectivamente y el nuclear ITS-2 de 1000pb (Tabla 2) para la confirmacién molecular de A.

cajennense s.l. en los estadios inmaduros.

Para las demas especies identificadas morfolégicamente como D. nitens, Rh. sanguineus s.I.
y Rh. microplus, se amplificé solamente gen 16S-rRNA. Posterior a la obtencién de productos
amplificados estos fueron revelados en gel de agarosa al 2% coloreada con SYBR safe
(Invitrogen), corridos a 100V por 40min y visualizados en un transiluminador. Se utiliz6 como
control negativo agua libre de RNasas y como control positivo DNA extraido de un espécimen

adulto de A. mixtum.

Luego, se enviaron a secuenciar por la metodologia de Sanger los productos para confirmacién
de especie, seleccionados de la siguiente manera: de A. cajennense, todos los productos de
los estadios inmaduros y para las demas especies se seleccionaron al azar pooles de todos

los estadios.

Posteriormente, se realiz6 el andlisis de las secuencias con el software libre Bioedit,vV7.0.5.3,
(190) y se utilizé la herramienta BLAST para compararlas con secuencias referencia

depositadas en GenBank (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST). Luego, se realiz0

alineamiento de todas las secuencias obtenidas en este estudio junto con otras de referencia,
separadas por genes y especie para realizar los arboles filogenéticos empleando el programa
MEGA X (191), con el método de maximum likelihood (ML) y un bootstrap de 1000 réplicas. El
modelo con el cual se realiz6 cada arbol fue calculado por el software teniendo en cuenta cada
gen. Para el gen 16S-rRNA de todas las especies, se utilizé el modelo Tamura-3-parametros
(192), para COI-1 el modelo TGR (tiempo general reversible) (193) y para el gen ITS-2 el

modelo kimura 2 parametros (194).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST

En los arboles de Amblyomma se incluyeron todas las secuencias. Para Dermacentor y
Rhipicephalus se realizé una matriz de identidad y se seleccionaron asi: Las secuencias con
una identidad del 100%, se escogieron al azar entre 2 'y 3 con el fin de no saturar el arbol y las
que presentaron una identidad menor del 99%, se eligieron todas para poder evidenciar de

forma adecuada las posibles diferencias de filogenia presentadas.

Tabla 2. Iniciadores para la identificacion molecular de garrapatas

Iniciadores Gene Secuencia (5’- 3’) Tamarno del Ref
amplicon (bp)

16S F 16S- 5'-CCGGTCTGAACTCAGATCAAGT-3 460 (195)
16S R rRNA 5-GCTCAATGATTTTTTAAATTGCTGT3’
LCO1490 (F) 5'-GGTCAACAAATCATAAAGATATTGG-3' (196)
HCO2198 (R) COI-1 5-TAAACTTCAGGGTGACCAAAAAATCA-3 700
ITS2 (F) ITS-2 5'-CCATCGATGTGAAYTGCAGGACA-3' 1000 (197)
MCLN (R) 5-GTGAATTCTATGCTTAAATTCAGGGGGT-3' (198)

4.4.4 Deteccion molecular de genes de Rickettsia

Todos los genes fueros detectados mediante PCR convencional. Luego de la amplificacion del
gen B-actina, a todas las muestras positivas, se les realizdé un tamizaje con el gen rickettsial
htrA (199) el cual codifica para una proteina de 17kDa y es conservado entre miembros de las
rickettsias de las fiebres manchadas y del grupo del tifus. Posteriormente los pooles que fueron
positivos a este gen, se les amplificé los genes (gltA y scab5) (200,201). Como controles
positivos se utiliz6 DNA de Rickettsia vini y como control negativo agua libre de nucleasas. Las
muestras que amplificaron por lo menos para dos genes de los testados (gltA, scab, htrA),

fueron considerados positivos para Rickettsia sp.

La secuencia de los iniciadores, el tamafio del producto esperado y las condiciones de la PCR
estan descritas en la Tabla 3. Para esto se utilizé la enzima GoTaq Green MasterMix ®
(Promega). Los productos amplificados fueron analizados por medio de electroforesis en gel
de agarosa al 2% (Seakean, Lonza, USA) preparado con tampén 1X Tris Borato EDTA® (TBE).
Se utiliz6 SYBR®safe como agente intercalante (InvitrogenTM, Life Tecnologies Corp., Grand
Island, NY), y para la visualizacion de las bandas en el gel, se utilizé el fotodocumentador (Gel
DocTM XR + Gel Documentation System, BIO RAD).



Tabla 3. Iniciadores para la deteccién de genes de Rickettsia sp.

Iniciadores Gene Secuencia (5’- 3’) Tamafo del Ref
amplicon
(bp)
Actin-FWD - CGGAACCGCTCATTGCC 289 (189
Actin-REV ~ Actin  GCTCACTCAGTGTGGCAAAG )
Cs-78 gltA GCAAGTATCGGTGAGGATGTAAT 401 (200
CS-323 GCTTCCTTAAAATTCAATAAATCAG )
GAT
120-3599 scab5 TACTTCCGGTTACAGCAAAGT 816 (201
120-2788 AAACAATAATCAAGGTACTGT )
17 kD1 htrA GCTCTTGCAACTTCTATGTT 434 (299
17 kD2 CATTGTTCGTCAGGTTGGCG )

Tabla 4. Condiciones de las PCRs

Temperatura Tiempo Numero de ciclos
95°C 4 minutos 1 ciclo
94°C 30 segundos
B-actina 57°C 30 segundos 35 ciclos
(189) 72°C 60 segundos
72°C 5 minutos 1 ciclo
95°C 3 minutos 1 ciclo
95°C 15 segundos
qltA 48°C 30 segundos 40 ciclos
(200) 72°C 30 segundos
72°C 7 minutos 1 ciclo
95°C 3 minutos 1 ciclo
95°C 30 segundos
scab 52°C 30 segundos 40 ciclos
(201) 72°C 90 segundos
72°C 7 minutos 1 ciclo
94°C 30 segundos 40 ciclos
htrA 57°C 2 minutos
(199 70°C 2 minutos

Para la secuenciacion solamente se procesaron cinco muestras positivas para el gen scab, ya
gue, luego de screening inicial no fue posible obtener amplificacion de este gen ni de los otros
en las demas muestras. Para esto se purificaron los productos amplificados con el estuche

comercial Wizard® para purificacion de DNA gendmico. Posteriormente se enviaron a



secuenciar. Los amplicones obtenidos fueron editados con el Software libre BioEdit (Sequence
Alignment Editor v 7.0.5.3) (190) teniendo en cuenta las bases con un phred score > 20,
alineadas usando el Software Clustal W (202) y luego comparadas con secuencias de

referencia disponibles en el GenBank (https://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST).

El &rbol filogenético fue construido con el Sofware MEGAX (191), usando el método Maximum

Likelihood basado en el modelo Tamura-3-pardmetros (192).

Finalmente la frecuencia de garrapatas infectadas con especies de Rickettsia fue expresada
como tasa de infeccién minima (MIR siglas en inglés) (203), y fue calculada como el total de
pooles positivos dividido en el nUmero total de garrapatas recolectadas de la misma especie,
multiplicado por 100:

MIR (%) = Numero de pooles positivos x 100

Numero de garrapatas incluidas en todos los pooles

El MIR hace referencia a que por cada pool positivo existe por lo menos un espécimen
infectado con Rickettsia sp. (204).

4.5 ldentificacién de la frecuencia de rickettsiosis en pacientes sintomaticos febriles de una
zona priorizada del departamento del Cauca

Para desarrollar del presente objetivo se propuso realizar un estudio de vigilancia centinela, el
cual consistié en captar a todos los pacientes sintomaticos febriles que acudieron a un centro
de salud de una poblacion priorizada del departamento del Cauca durante un periodo de 3

meses.

4.5.1. Seleccion del centro de salud

Para la seleccion del centro de salud donde se adelant6 el estudio de vigilancia centinela se

tuvo en cuenta los siguientes criterios: Seropositividad obtenida en el objetivo 1, municipio con
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el mas alto reporte de sindrome febriles no especificados, facilidad de acceso por via terrestre,

sitios sin problemas de orden publico.

4.5.2 Desarrollo del estudio de vigilancia centinela

Durante el periodo comprendido entre marzo a mayo del 2019, se concentré el estudio en el
hospital Francisco de Paula Santander (HFPS) del Municipio de Santander de Quilichao,
especificamente en el area de urgencias. En este se tuvieron en cuenta todos los pacientes
que llegaron al centro de salud con temperatura corporal superior a 37,5°C y los cuales
cumplieron con los siguientes criterios de inclusion: mayores de 18 afios, que residieran en
zona urbana o rural del municipio de Santander de Quilichao, que trabajaran en zona rural o
que tuviesen antecedentes de contacto reciente con animales infestados con garrapatas,
adicional a esto que presentaran sintomatologia consistente con dolor de cabeza, malestar

general y dolor articular.

A todos los pacientes que cumplieron con los criterios de inclusion (previamente
mencionados), que aceptaron participar voluntariamente, que firmaron el consentimiento
informado (Anexo 1), y diligenciaron la encuesta de datos demogréaficos (Anexo 2), se les
recolect6 la primera muestra de sangre en el momento de la consulta en el centro de salud y

posteriormente, pasados 15 dias se les recolectd una segunda muestra en su domicilio.

A estas muestras se les realiz6 los siguientes analitos: Hemograma en el laboratorio Clinico
del mismo hospital (HFPS); Transaminasas ALT y AST, fosfatasa alcalina (FALK), en el
Hospital San Ignacio (Bogotd); y en el Laboratorio de Pontificia Universidad Javeriana:
Proteina C reactiva, mediante la prueba de aglutinacion en Latex de Winer Lab®; Prueba
rapida para Dengue, utilizando el estuche ad-bio® Dengue 1gG/IgM, una prueba de
inmunoensayo de flujo lateral utilizado para la deteccion simultanea de anticuerpos IgG e IgM;
Elisa IgM para Leptospira marca Abbott® e IFI para R. rickettsii y R. typhi del estuche
comercial Focus® Diagnostic, esta Ultima teniendo como punto de corte una dilucion de 1:64,
y como seroconversion una diferencia = a 4 titulos o = 2 veces la dilucién, entre la muestra de

fase aguda y fase convaleciente.



4.6 Andlisis estadistico

Los datos obtenidos tanto de animales como de humanos fueron anonimizados y procesados
en el programa Excel Microsoft Office. Para el analisis descriptivo, se utilizaron medidas de
tendencia central y de dispersion. Las variables cuantitativas se expresaron como media y
desviacion estandar si seguian una distribucion normal, y, como mediana e intervalo
intercuartilico (RIC), si no lo hacian. Las variables cualitativas se expresaron como

porcentajes.

Este estudio fue evaluado y aprobado por el comité de Investigacion y Etica de la Facultad de

Ciencias de la Pontificia Universidad Javeriana en sesion ordinaria de mayo del 2016.

4.7 Evaluar la Competencia Vectorial de Amblyomma patinoi infectada con Rickettsia
rickettsii en condiciones de laboratorio

La metodologia de este objetivo se puede encontrar detalladamente en la publicacion.

Martinez-Diaz HC, Forero-Becerra E, Hidalgo M, Labruna MB. Experimental infection and
vector competence of Amblyomma patinoi, a member of the Amblyomma cajennense species
complex, for the human pathogen Rickettsia rickettsii. Ticks Tick Borne Dis. 2021
Sep;12(5):101751. doi: 10.1016/j.tthdis.2021.101751. Epub 2021 May 29. PMID: 34130146.
(Anexo 5)

Resumen de la metodologia

Para evaluar la competencia vectorial de A. patinoi, se recolectaron seis garrapatas hembra
completamente alimentadas en vacas de una zona rural del municipio de Villeta Cundinamarca
y se incubaron a 25°C y 95% de humedad relativa hasta la generacion de larvas F1. Se realiz6
gPCR del gen rickettsial gltA tanto de las hembras como de los huevos con el fin de comprobar

que estos no estaban infectados con ninguna especie de Rickettsia.

La progenie completa de larvas F1, de cada una de las 6 garrapatas recolectadas, fueron
alimentadas por separado sobre los 6 cobayos seleccionados, tres para conformar el grupo

control (C1, C2y C3), y los tres restantes para el grupo infectado (11, 12, 13).



Para el grupo infectado los cobayos seleccionados fueron inoculados intraperitonealmente con
un filtrado de 6rganos macerados extraidos de un cobayo previamente infectado y el cual
desarroll6 toda la sintomatologia asociada a rickettsiosis ademas la gPCR de bazo e higado
fue positivo al gen rickettsial gltA. Posterior a la inoculacién se pusieron a alimentar las larvas

F1 sobre estos.

Durante el tiempo de alimentacion de las larvas F1 se evalud sintomatologia clinica,
temperatura rectal, signos clinicos y periodo de alimentacion de las garrapatas. Luego de
completar el periodo de alimentacion, las larvas se desprendieron y fueron recolectadas y
puestas a incubar bajo las mismas condiciones mencionadas previamente hasta su eclosion.
Luego se realiz6 el mismo procedimiento con las ninfas, adultos y larvas F2, conservado los

mismos grupos tanto control como infectado.

Los parametros evaluados en cada ensayo fueron temperatura, signos clinicos de los cobayos,
tiempo de alimentacion de las garrapatas, porcentaje de infeccion, éxito de muda, eficiencia
en la conversidn de huevos a larvas, porcentaje de eclosion, tasa de infeccion transovarial y

tasa de infeccion filial.

4.8 Estudiar la expresion de genes relacionados con el sistema inmune en Amblyomma
patinoi infectada con Rickettsia rickettsii en condiciones de laboratorio.

4.8.1 Estandarizacion.
Para la estandarizacion, inicialmente es necesario tener un gen normalizador o Housekeeping

para luego realizar los ensayos de expresion génica.

El gen normalizador o Housekeeping ensayado, fue el que codifica para la proteina Ribosomal

S3A validado previamente tanto en A. sculptum como en A. aureolatum (Tabla 5)

Para iniciar los ensayos se recolectaron cinco ninfas alimentadas de A. patinoi provenientes
de vacas de una zona rural de Villeta (Cundinamarca) y se incubaron a 25°C y 95% de
humedad relativa hasta su muda. Tres adultos resultantes fueron alimentados sobre un conejo
y se retiraron manualmente a los 3 dias y los otros dos se procesaron sin alimentar. Todos los
especimenes fueron conservados en RNAlater hasta su procesamiento. Después de
recolectar las garrapatas, se le hizo seguimiento al conejo por 21 dias y se realizé IFI con
laminas antigenadas con R. rickettsii cepa Taiagu para la deteccidn de anticuerpos IgG contra

rickettsias del grupo de las fiebres manchadas



4.8.1.1. Procesamiento

Los adultos completos de A. patinoi fueron macerados para la extraccion simultaneamente de
DNA y RNA con el estuche comercial blackPREP Tick DNA/RNA Kit - Analytic jena®,
siguiendo las recomendaciones del fabricante. EI DNA fue almacenado a -20°C y el RNA a -

80°C hasta su procesamiento.

Luego de obtener el material genético se realizo la cuantificacion de DNA y de RNA, se
seleccionaron las tres muestras con mayor concentracion y se procedio a realizar la sintesis
de cDNA utilizando la enzima transcriptasa reversa M-MLV Invitrogen®, siguiendo el protocolo

Anexo 6.

4.8.1.2. Seleccion de secuencias codificantes de DNA (CDS).

Con el cDNA de A. patinoi obtenido, se realizé qPCR por triplicado del gen que codifica para
la proteina Ribosomal S3A tanto en A. sculptum como en A. aureolatum siguiendo las

recomendaciones de Martins y colaboradores (13,178,179).

Luego de elegir el gen normalizador en las muestras de A. patinoi se procedié a evaluar un
grupo de 25 secuencias publicadas previamente en estudios proteémicos, como CDSs
diferencialmente expresados tras la infeccion con R. rickettsii en glandula salival e intestino de
A. sculptum y A. aureolatum (13,178,179), con el fin de establecer cuales estaban presentes

en A. patinoi.

Aquellas CDS que se lograron amplificar y que tuvieron un Ct menor a 36 fueron seleccionadas
para realizar las curvas estandar; para esto el cDNA obtenido se ajustd a una concentracion
de 200ng y se realizaron diluciones seriadas base 2, con el fin establecer la concentracion

ideal de las muestras para los ensayos.

Tabla 5. CDSs utilizadas en el proceso de estandarizacion

CDS Anotacion Oligonucleotide sense Oligonucleotide antisense

1 Ambaur-60175- Cytochrome P450 GGAAAAGACTTGCATCCCA  AAGAGCCAAAGCAGGTTT
15 A CA



10

11

12

13

14

15

16
17

18
19

20

21

22

23

24

25
26

Ambaur-60175-
33
AmbarSigP-5190
Ambaur-69859
AmbarSigP-
22173
Ambaur-19862-
23

Ambaur-19862-
35

AmbarSigP-
47654-27
AmbarSigP-
47654-18
Ambaur-47378
AmbarSigP-
70152
Ambaur-6577
Ambaur-54200

Ambaur-4333

Ambaur-45342

Ambaur-25926
AcajSigP-85359

Acaj-48379-36
Acaj-48379-41

Acaj-48379-29
Acaj-74395-37
Acaj-74395-35

Acaj-60304

AcajSigP-6765

AcajSigP-79349
S3A As

Cytochrome P450
a-Macroglobulin
Microplusin
Microplusin

5,3 kDa
antibacterial
peptide

5,3 kDa
antibacterial
peptide
Lipocalin

Lipocalin

Basic tail protein
Basic tail protein
8.9kDa protein
Secreted protein

Salivary secreted
protein of 21.3
kDa

Lysozyme

Evasin
Peritrophin

Tick defensin
Tick defensin

Tick defensin

Antimicrobial
peptide
Antimicrobial
peptide
Peptidoglycan
recognition
protein

ML domain
protein
Glycolate oxidase
Proteina
Ribosomal S3A

GCTGTGGTGAAGAGCCAAA

CCGAATACTGCTGCTTGACA

GGAGCTATGCAAGAAGACC
G
GAGTTTAACACCCGCTTGG
A
GAAAAGCTGCGACACCAAA

AGCTGCGACACCAAACAAC

TGCGAGCGAGACATCAGA

AGAGGGCCCACTAGAGGAA
G
GTCCAGGTGTTCCTTCCTGA

GCTTCTTCAATACGCCGAAG
GCTGCACTTGTATATGCGG
A
ATGCCGTGCAACACAGAAT

A
GCTATCACCACTGTCGCTCA

AATGGCAGTACGGACTACG
G

ATTGGGCCCGGTTACAGT
GTCGTGAGCCTTTCCTTCAT

TCAGAGTCCGCCATAGCC
GGTGCCCGTTCAGAACATA

TGCCCGTTCAGAACATATCA

GAAGGTCCTGGCTGTTGC

ATTTTTGTTCTCGTCGCTGG

AGTGGGTGCCCACACTAAA
G

GAACTATTCGGCGTGATGC
T

TACCTGCTGCGAATGTTCTG

ACCGCTGGTGGGTAAAGT
gATGAACTG CTGCTGGAA
géTTCG CACATCTTACGGA
¥TCCGCAGAAAGGTCACTT
gTACG CAGCGTGTGCATC

CTACGCAGCGTGTGCATC

TTCATCAAAGCCCAGGACA

TGTCACCCAGGTACGTTTC
?TG CACTTCTTGGGCTTCT
$AAGGTGTCGTAGGGGAT
g'(l':TTACG GAGCACCACCAT
XCACTCCAACTGTGGGGA
g(éGTAGGTGGTGTGAACC
TT

GCAGAGCTGAACAGGAAA
CC
TCCACGCATTTCCTTTCTG
GCAAAGGTAGAACGTGGA
GC
AGCAAGCCGCCACAATAG
GCTCTTGCAGATGCAGGT
C
TCTTGCAGATGCAGGTCCT
A
GCGGACTCTGACGAGAGG

GAAGCTACCGCCACAATA
GC
CGATCTGATCTTGCCCATT
T

AACTGTGCCGAGCTTTTCA
T

TTCTTCCTGATGAGGCGAA
C



S3A Aa Proteina GATGGCTACCTTCTGCGAAT TTTCCTGATGAGACGAACC
Ribosomal S3A T

4.8.2 Andlisis de expresion

Para el analisis de expresion se utilizaron dos grupos de garrapatas; un grupo infectado con
R. rickettsii y un grupo control (no infectado) y se realizaron los ensayos con larvas y ninfas
completas y de los adultos solamente se realizaron en intestino y glandula salival como sigue

a continuacion.

4.8.2.1 Seleccion de las muestras

Larvas

Para el grupo control, se seleccionaron al azar larvas no infectadas completamente
alimentadas en cobayos (Cavia porcellus). A un grupo de 20 especimenes se les realizo
deteccidén individual del gen rickettsial gItA para confirmar que no estuviesen infectadas y otro

grupo de 75 especimenes fueron agrupados en 15 pooles de 5 individuos cada uno.

Para el grupo infectado, se recolectaron 75 larvas completamente alimentadas en cobayos
(Cavia porcellus) inoculados intraperitonealmente con un filtrado de érganos infectados con R.
rickettsii, las cuales fueron obtenidas luego del tercer dia de inicio de fiebre y se agruparon en

15 pooles. Estos especimenes fueron conservados en RNAlater hasta su procesamiento.

Se realiz6 extraccion de DNA/RNA, con el estuche comercial blackPREP Tick DNA/RNA Kit -
Analytic jena®, siguiendo las recomendaciones del fabricante. EI DNA fue almacenado a -

20°C y el RNA a -80°C hasta su procesamiento.

Cuantificacion del gen rickettsial gltA

A los 15 pooles obtenidos del grupo infectado se les realiz6 la cuantificacion de DNA/RNA. El
DNA fue usado para cuantificar la cantidad de Rickettsia por qPCR usando una sonda
fluorogénica del gen rickettsial citrato sintasa (gltA) (200) como se describe en Martins et al

(13,16,178,179). Todos los experimentos fueron realizados por triplicado.



Sintesis del cDNA

Para la sintesis de cDNA se seleccionaron del grupo control cinco pooles con mayor
concentracion de RNA y del grupo infectado los cinco que tenian mayor concentracion de

bacteria (evaluada en el item anterior) y se ajust6 a una concentracion final de 500ng

Ninfas.
La seleccién de las ninfas fue realizada de la misma forma que las larvas, conservando los

mismos grupos (infectado y control). Se seleccionaron ninfas completamente alimentadas en

cobayos (Cavia porcellus) y se procesaron individualmente, no en pooles.

Los ensayos de gPCR, la cuantificacion del gen rickettsial gltA y los criterios de seleccion para
la sintesis de cDNA, fue realizada siguiendo el mismo procedimiento empleado con larvas.

Todos los ensayos de qPCR fueron realizados por triplicado.

Obtenciodn de intestino y glandula salival de adultos

Seleccion

Se pusieron 20 parejas de adultos de A. patinoi tanto del grupo control como infectado (por
separado) en conejos blancos (Oryctolagus cuniculus) sanos, se revisaron diariamente y
posterior a su fijacién se dejaron alimentar por 3 dias, luego se retiraron manualmente. Las

garrapatas alimentadas se mantuvieron vivas hasta su diseccion.

Posteriormente los individuos recolectados se pesaron en balanza electronica, y se eligieron

aguellos con pesos (en mg) similares, tanto del grupo control como infectado.

Extraccion de intestino (MG) y glandulas salivales (GS)

Se colocaron los especimenes en una lamina de parafina con 3 gotas de PBS 1X, se sujetaron
con una pinza entomoldgica y con ayuda de una lamina de bisturi se cort6 la base del capitulo
y los extremos del cuerpo con el fin de retirar las patas de ambos lados. Luego se levanto la
parte dorsal, con el fin de separar region dorsal de ventral y se extrajeron los 6rganos de

interés. Glandula salival e intestino se lavaron en PBS en la misma lamina y se conservaron



en RNAlater para posterior maceracion, extraccion DNA/RNA, sintesis de cDNA vy

procesamiento molecular.

Se separaron la glandula salival (GS) e intestino (MG) de 16 especimenes y se realizd el
mismo procedimiento mencionado en el item de “larvas”. Se extrajo DNA/RNA; del grupo
infectado se estableci6é la concentracién de Rickettsia mediante la cuantificacion del gen
rickettsial gItA y se seleccionaron 6 muestras de MG y GS tanto del grupo control como

infectado.

4.8.3. Calculo de expresion relativa

Las muestras de cDNA de larvas, ninfas, intestino y glandula salival se procesaron por gPCR
utilizando el equipo StepOnePlusTM (ThermoFisher Scientific), usando MasterMix SYBR
Green/ROX (ThermoFisher Scientific) y los CDSs seleccionados en la estandarizacion,
siguiendo el protocolo descrito a continuacion: 95-C por 10 minutos seguido por 40 ciclos a
95-C por 15 segundos (seg), 60-C por 60 seg, and 72-C por 20 seg. Se realiz6 la curva melting
para comprobar la especificidad de los iniciadores y la eficiencia de cada uno fue determinada
por medio de las curvas estandar realizadas con diferentes concentraciones de cDNA que
iniciaron en 400ng hasta 3.12 ng, siguiendo el procedimiento realizado por Martins et al
(13,178,179).

Para calcular la expresion relativa de las CDSs se realizé por medio de la ecuacion de 244¢
(205), teniendo en cuenta los valores obtenidos en la qPCR del grupo control, del grupo
infectado y del gen ribosomal de la proteina S3A de A. sculptum (13,178,179). Todos los
ensayos se realizaron por triplicado y para validar estadisticamente las diferencias se utiliz6 el
test-t Student’s utilizando GraphPad Prism version 7.0 (GraphPad Software, United States),

Los resultados fueron estadisticamente significativos cuando P<0.05.



5 RESULTADOS

5.1 Poblacién

Se recolectaron un total de 506 muestras de sangre de humanos, distribuidas de la siguiente
manera: 264 (52,2%) en el municipio del Tambo; 152 (30%) en Santander de Quilichao, 50
(9,9%) en Caloto y 40 (7,9%) en La Sierra. El municipio con el mayor nimero de participantes

fue El Tambo y el de menor, La Sierra.

La encuesta demogréafica que se aplicé incluyd variables como: edad, género, ocupacion,
tiempo de permanencia en la vivienda. Caracteristicas de la vivienda como: material de
construccién de pisos, paredes y techos. Antecedentes clinicos recientes, como presencia de
fiebre y sarpullido en el afio previo a la aplicacion de la encuesta. Antecedentes de picadura
de garrapata. Presencia de animales en el predio, observacion de animales como zarigiieyas

alrededor del predio. Presencia de garrapatas en la vivienda o en los animales. Presencia de

animales domésticos en el predio: perros, caballos y vacas.

Las caracteristicas generales de la poblacién y vivienda se resumen en las tablas 6, 7y 8

Tabla 6. Caracteristicas generales de la poblacion

Variable Total

Sexo mujer, (%) 348/506 68,7%
Mediana para la edad (afios) 18-95 47
Ocupacion (Ama de casa) (%) 246/506 48,6%
Ocupacion (Agricultor) (%) 157/506 31%
Tiempo de permanencia en la zona menor a 1 afio (%) 47/506 9,3%
Tiempo de permanencia en la zona entre 1y 5 afios (%) 72/506 14,2%
Tiempo de permanencia en la zona entre 5 a 10 afos (%) 64/506 12,6%
Tiempo de permanencia en la zona Mayor a 10 afios (%) 319/506 63%
Edad de 18 a 26 afios (Jovenes) 67/506 13,2%
Edad de 27 a 59 afios (adultos) 286/506 56,5%
Mayores de 60 afios (persona mayor) 153/506 30,2%




Tabla 7. Condiciones de vivienda.

Material de Construccion Total Porcentaje

Paredes — Bareque 131/506 25,9%
Paredes — Esterilla 33/506 6,5%
Paredes — Cemento 20/506 3,9%
Paredes - Ladrillo 322/506 63,6%
Piso — Tierra 82/506 16,2%
Piso - Madera 10/506 1,9%
Piso — Cemento 320/506 63,2%
Piso - Ceramica 94/506 18,5%

Tabla 8. Otras caracteristicas de la poblacion.

Variable Total Porcentaje
Presencia de fiebre el tltimo afio 163/506 32,2%
Garrapatas en sus animales en el momento de la visita 260/506 51,3%
Garrapatas en sus casas al momento de la visita 63/506 12,4%
Problemas de garrapatas en algiin momento en su predio  69/506 13,6%
Picadura por garrapata 128/506 25,3%
Presencia de perros en la vivienda 389/506 76,8%
Presencia de caballos en la vivienda 79/506 15,6%
Presencia de vacas en la vivienda 53/506 10,4%

5.2 Deteccion de anticuerpos IgG contra rickettsias transmitidas por garrapatas en humanos

De las 506 muestras de suero recolectadas de humanos se detectaron anticuerpos en 434,
para una seropositividad general del 85,7%. Esta fue superior al 83% en todos los municipios,
siendo el mayor observado en La Sierra con un 97,5% (39/40) y el menor en El Tambo con el
83,3% (220/264).

En el titulo 1:128 y 1:256 se mantuvo el mayor porcentaje para La Sierra, con valores del 75%
y 70%, respectivamente; y el menor fue observado en Caloto con el 44% (en 1:128) y 40% (en
1:256).



La deteccion de anticuerpos fue observada hasta el titulo 1:2048 (3 casos), con un porcentaje

del 1%, siendo uno del municipio del EI Tambo y los otros dos de Santander de Quilichao. (Ver

tabla 9).

Tabla 9. Positividad por dilucién de anticuerpos en humanos por vereda y municipio

Municipio  Vereda Total Dilucién Dilucion Dilucion Dilucion Dilucion Dilucion
Participantes 1:64 1:128 1:256 1:512 1:1024  1:2048
La Sierra Juana 40 97,5% 75% 70% 22,5% 17,5% 0%
Castafia (39/40) (30/40) (28/40) (9/40) (7140) (0/40)
El Tambo Zarzal 130 91,5% 64,6% 60% 21,5% 18,5% 0%
(119/130) (84/130) (78/130) (28/130) (24/130) (0/130)
Placer 88 85,2% 48,9% 43,2% 6,8% 1,1% 0%
(75/88) (43/88) (38/88) (6/88) (1/88) (0/88)
Betania 46 56,5% 43,5% 43,5% 4,3% 2,2% 2,17%
(26/46) (20/46) (20/46) (2/46) (1/46) (1/46)
Total 264 83,3% 55,7% 51,5% 13,6% 9,8% 0,4%
(220/264) (147/264) (136/264) (36/264) (26/264) (1/264)
Santander L. Arriba 68 86,8% 55,9% 52,9% 10,3% 1,5% 1,5%
de (59/68) (38/68) (36/68) (7/68) (1/68) (1/68)
Quilichao _
L. Abajo 84 88,1% 69% 63,1% 9,5% 2,4% 1,2%
(74/84) (58/84) (53/84) (8/84) (2/84) (1/84)
Total 152 87,5% 63,2% 58,6% 9,9% 2% 1,3%
(133/152) (96/152) (89/152) (15/152) (3/152) (2/152)
Caloto El 37 81,1% 40,5% 35,1% 5,4% 2,7% 0%
Credo (30/37) (15/37) (13/37) (2/137) (1/37) (0/37)
Huellas 13 92,3% 53,8% 53,8% 0% 0% 0%

(12/13)  (7113) (7/13)  (0/13)  (0/13)  (0/13)

Total 50 84% 44% 40% 4% 2% 0%
(42/50)  (22/50)  (20/50)  (2/50)  (1/50)  (0/50)

Total Participantes 506 857%  58,3%  53,9%  12,2%  7,3% 1%
(434/506) (295/506) (273/506) (62/506) (37/506)  (3/506)




5.2.1 Factores asociados

Fueron construidas tablas de 2x2 tomando como grupo de "enfermos" aquellos positivos para
anticuerpos y como “sanos” aquellos a quienes no se les detectd anticuerpos. Se realizo el
analisis uno a uno utilizando la herramienta epidemiolégica on-line Working in Epidemiology
WinEpi® 2006 version 2.0 y se encontrd que unicamente la variable “Agricultor” fue un factor
asociado (factor de riesgo) a la presencia de anticuerpos contra rickettsias del grupo de las
fiebres manchadas en humanos, con una razén de prevalencias de 1.09 IC 95% (1.0129 —
1.1781 ) y un odds ratio de 2.03 IC 95% (1.1084 — 3.7392) siendo estos valores
estadisticamente significativos, indicando con esto que las personas cuya ocupacion es
agricultor, la seropositividad fue 1.09 veces mayor que aquellos que se desempefian en otras

actividades econdmicas.

En otras palabras, las personas cuya actividad econdémica es la agricultura presentan mayor
probabilidad de presentar anticuerpos contra rickettsias del grupo de las fiebres manchadas,
que los que se dedican a otra actividad.

Los otros factores asociados no fueron estadisticamente significativos o los valores de los
limites no fueron validos. Los resultados de cada una de las asociaciones se pueden observar

en el Anexo 7.

5.3 Deteccion de anticuerpos IgG contra rickettsias del grupo de las fiebres manchadas en

animales

5.3.1 Deteccion de anticuerpos en perros

Se recolectaron en total muestras de suero de 112 perros. En el Tambo y Santander de
Quilichao 40 muestras en cada uno, 5 en La Sierra y 27 en Caloto. Se observé una
seropositividad general del 80,4%. Los anticuerpos fueron detectados hasta la dilucion 1:4096
en el 2,7% (3/112) de las muestras. El municipio con la mayor prevalencia fue El Tambo con
el 92,5%, seguido por Caloto con el 77,8%. La menor prevalencia fue observada en La Sierra
con el 60%. (Ver tabla 10).



Tabla 10. Positividad por titulo de anticuerpos en perros por vereda y municipio

Municipi Vereda Total Dilucié Dilucié Dilucié Dilucié Dilucié Dilucié Dilucié
o] muestra n n n n n n n
S 1.64 1.128 1.256 1:512 1:1024 1.2048 1.4096
La Sierra Juana 5 60% 60% 60% 60% 20% 20% 20%
Castalfi (3/5) (3/5) (3/5) (3/5) (1/5) (/5) (/5)
a
El Zarzal 14 929% 78,6% 78,6% 64,3% 7,1% 0% 0%
Tambo (13/14) (11/14) (11/14) (9/14) (1/14) (0/14) (0/14)
Placer 17 94,1% 58,8% 52,9% 47,1% 0% 0% 0%
(a6/17) (10/17)  (9/17) (8/17) (0/17) (0/17) (0/17)
Betani 9 88,9% 44,4% 44,4% 33,3% 11,1% 11,1% 11,1%
a (8/9) (4/9) (4/9) (3/9) (2/9) (2/9) (2/9)
Total 40 92,5%  62,5% 60% 50% 5% 2,5% 2,5%
(37/40) (25/40) (24/40) (20/40) (2/40) (1/40) (1/40)
Santand L.Arrib 17 64,7% 47,1% 412% 412% 17,6% 5,9% 0%
er de a (22/27)  (8/17) (7/117) (7/117) (3/17) (2/27) (0/17)
Quilicha
o}
L.Abaj 23 78,3% 56,5% 56,5% 43,5% 26,1% 4,3% 4,3%
0 (18/23) (13/23) (13/23) (10/23) (6/23) (2/23) (2/23)
Total 40 725%  52,5% 50% 425%  22,5% 5% 2,5%
(29/40) (21/40) (20/40) (17/40)  (9/40) (2/140) (1/40)
Caloto El 19 73, 7% 36,8% 36,8% 26,3% 5,3% 0% 0%
Credo (24/19)  (7/19) (7/19) (5/19) (2/19) (0/19) (0/19)
Huellas 8 87,5% 625% 62,5% 25% 0% 0% 0%
(7/8) (5/8) (5/8) (2/8) (0/8) (0/8) (0/8)
Total 27 778% 444% 44,4%  25,9% 3, 7% 0% 0%
(21/27) (12/27) (12/27)  (7/27) (2/27) (0/27) (0/27)
Total Muestras 112 80,4% 545% 52,7% 42% 11,6% 3,6% 2,7%
(90/112 (61/112 (59/112 (47/112 (13/112 (4/112) (3/112)

)

)

)

)

)

5.3.2 Deteccion de anticuerpos en caballos

Se recolectaron 64 muestras de suero de caballos, de las cuales 8 fueron de La Sierra, 39 del

Tambo, 13 de Santander de Quilichao y 4 de Caloto. La seropositividad general fue del 90,6%

(58/64). En este grupo de animales, se detectaron anticuerpos hasta la dilucién 1:4096 en el
3,1% (2/64) de los casos.



Al analizar los resultados por municipios, se observé que el 100% de las muestras obtenidas
de La Sierra, Santander de Quilichao y Caloto fueron positivas en la diluciéon 1:64. En La Sierra
se detectaron anticuerpos hasta 1:1024 en el 25% (2/8) de las muestras. En Santander de
Quilichao hasta 1:1024 en el 15,4% (2/13) y Caloto hasta 1:1024 con el 25% (1/4). En el Tambo

la seropositividad general fue del 84,6% y la deteccion de anticuerpos observada fue hasta

1:4096 en el 5,1% de los casos. (Ver tabla 11).

Tabla 11. Positividad por titulo de anticuerpos en caballos por vereda y municipio

Municipio Vereda Total Dilucién Diluciéon Dilucion Diluci Dilucién  Diluciéon  Dilucié
Muestr 1:64 1:128 1:256 on 1:1024 1:2048 n
as 1:512 1:4096
La Sierra  Juana 8 100% 100% 50% 37,5% 25% 0% 0%
Castafna (8/8) (8/8) (4/18) (3/8) (2/8) (0/8) (0/8)
El Tambo Zarzal 18 88,9% 88,9% 778% 66,7%  55,6% 16,7% 0%
(16/18)  (16/18)  (14/18) (12/18) (10/18) (3/18) (0/18)
Placer 11 90,9% 81,8% 72,7%  63,6%  54,5% 27,3% 9,1%
(10/11) (9/11) (8/11) (7/11) (6/11) (3/11) (1/11)
Betania 10 70% 60% 60% 60% 50% 20% 10%
(7/10) (6/10) (6/10) (6/10) (5/10) (2/10) (1/10)
Total 39 84,6% 79,5% 71,8% 64,1%  53,8% 20,5% 5,1%
(33/39) (31/39) (28/39) (25/39) (21/39) (8/39) (2/39)
Santande L.Arriba 8 100% 75% 50% 37,5% 0% (0/8) 0% 0%
rde (8/8) (6/8) (4/8) (3/8) (0/8) (0/8)
Quilichao
L.Abajo 5 100% 100% 100% 100% 40% 0% 0%
(5/5) (5/5) (5/5) (5/5) (2/5) (0/5) (0/5)
Total 13 100% 84,6% 69,2%  61,5% 15,4% 0% 0%
(13/13) (11/13) (9/13) (8/13) (2/113) (/23) (0/13)
Caloto El 1 100% 0% (0/1) 0% (0/1) 0% 0% (0/1) 0% 0%
Credo (/1) (0/1) (0/2) (0/1)
Huellas 3 100% 33,3% 33,3% 33,3%  33,3% 0% 0%
(3/3) (1/3) (a/3) (1/3) (a/3) (0/3) (0/3)
Total 4 100% 25% 25% 25% 25% 0% 0%
(4/4) (2/4) (2/4) (1/4) (1/4) (0/14) (0/4)
Total Muestras 64 90,6% 79,7% 65,6% 57,8% 40,6% 12,5% 3,1%
(58/64)  (51/64) (42/64) (37/64) (26/64) (8/64) (2/64)




5.4 Identificar las especies de Rickettsia, presentes en garrapatas recolectadas de animales

domeésticos de zonas rurales del departamento del Cauca.

La metodologia de este objetivo se puede encontrar en la siguiente publicacion:

Heidy-Carolina Martinez Diaz, Juliana Gil-Mora, Paola Betancourt-Ruiz, Carlos Ramiro Silva-
Ramos, J. Manuel Matiz-Gonzéalez, Maria-Alejandra Villalba-Perez, Maria Catalina Ospina-
Pinto, Alejandro Ramirez-Hernandez, Luz-Adriana Olaya-M, Eliana Bolafios, Claudia Cuervo,
Efrain Benavides, Marylin Hidalgo. Molecular detection of tick-borne rickettsial pathogens in
ticks collected from domestic animals from Cauca, Colombia, Acta Tropica, Volume 238, 2023,
106773, ISSN 0001-706X, https://doi.org/10.1016/j.actatropica.2022.10677. Anexo 8 — Articulo
2 (185)

Se recolectaron en total 2809 garrapatas, las cuales fueron organizados y separadas en pooles
(grupos) teniendo en cuenta el estadio, especie de garrapata, hospedero y municipio. Se
obtuvieron 602 pooles (204 de garrapatas obtenidas de 56 perros, 272 de 45 caballos y 126
de 26 vacas). Las especies identificadas fueron: Rhipicephalus sanguineus s.l. y Amblyomma
cajennense s.l. en perros; Dermacentor nitens, Rhipicephalus microplus, y Amblyomma
cajennense s.l. en caballos y Rhipicephalus microplus y Rhipicephalus sanguineus s.l. en

vacas.

Tabla 12. Organizacion de pooles por especie de garrapata, estadio y hospedero

Municipio Especie de Estadio devida Numero de Hospedero
garrapata pooles

El Tambo Rhipicephalus Larvas 3 Vacas
microplus Ninfas 7

Hembras 48 Vacas

Machos 12 Vacas
Rhipicephalus Larvas 1

sanguineus s.. Ninfas 6 Perros

Hembras 60


https://doi.org/10.1016/j.actatropica.2022.10677
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Machos 5

5.4.1 ldentificacion molecular de garrapatas

Todas las garrapatas identificadas morfol6gicamente, fueron confirmadas molecularmente. De
las especies de Dermacentor y Rhipicephalus, se confirmé la identificacién de todos los
estadios por medio de la amplificacién del gen 16S-rRNA y los estadios inmaduros de A.
cajennense s.l., fueron confirmados como A. patinoi, mediante la amplificacién de 16S-rRNA,
COI-1eITS-2.

Los arboles filogenéticos realizados se describen a continuacion:

En las figuras 2, 3y 4 se puede observar el arbol filogenético realizado con el gen 16S- rRNA,
ITS-2 y COI-1 respectivamente de A. patinoi, alli se puede evidenciar que las secuencias
obtenidas en este estudio (resaltadas con un rombo y negrilla), forman un clado (bootstrap
soporte de 100% para 16S-rRNA y del 99% para ITS-2 ) con otras secuencias registrada
previamente en el GenBank confirmadas como A. patinoi en Colombia. Para el caso del gen
COI-1, no se recuperaron secuencias de referencia de esta especie de garrapata publicadas

en el GenBank.
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Figura 2. Arbol filogenético del gen 16S-rRNA de A. patinoi usando el método maximum
likelihood (ML), basado en el modelo Tamura 3-parametros con un bootstrap de 1000 réplicas.
Las secuencias obtenidas en este estudio estan en negrilla, sefialadas con un cuadrado

seguidas del nimero de acceso asignado en el GenBank.
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Figura 3. Arbol filogenético del gen ITS-2 de A. patinoi usando el método maximum likelihood
(ML), basado en el modelo Kimura 2-pardmetros con un bootstrap de 1000 réplicas. Las
secuencias obtenidas en este estudio estan en negrilla, sefialadas con un cuadrado seguidas

del nimero de acceso asignado en el GenBank.
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Figura 4. Arbol filogenético del gen COI-1 de A. patinoi usando el método maximum likelihood
(ML), basado en el modelo General Time Reversible con un bootstrap de 1000 réplicas. Las
secuencias obtenidas en este estudio estan en negrilla, sefialas con un cuadrado seguidas del

namero de acceso asignado en el GenBank.

En la figura 5 se observa el arbol filogenético obtenido con las secuencias de D. nitens, se
observa que estas agruparon en tres clusteres diferentes, en el primero se observan en el
mismo clado de secuencias de referencias registradas en el GenBank de diferentes paises de
Latino América, en el segundo solamente se observan las secuencias del este trabajo y en el
tercero, se observa la agrupacion con una secuencia reportada de Leticia Colombia, todas con

un bootstrap en comun del 98%.
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Figura 5. Arbol filogenético del gen 16S-rRNA de Dermacentor nitens usando el método
maximum likelihood (ML), basado en el modelo Tamura 3-pardmetros con un bootstrap de
1000 réplicas. Las secuencias obtenidas en este estudio estan en negrilla, sefialadas con un
figura geométrica seguidas del nimero de acceso asignado en el GenBank. Las figuras
corresponden a garrapatas colectadas de: Circulos (Municipio del Tambo); Rombos

(Santander de Quilichao); Estrellas (Caloto) y cuadrados de La Sierra.



En la figura 6 observamos el arbol filogenético del gen 16S-rRNA de Rh. sanguineus s.l. y de
Rh. microplus. En relacién con este ultimo podemos observar un clado con un bootstrap del
100% agrupando con secuencias registradas de otros paises del mundo, indicando con esto
posiblemente una alta conservacion de este gen en esta especie de garrapata en el mundo.
En el caso de Rh. sanguineus s.l. se realizé la bausqueda de diferentes secuencias del linaje
tropical y templado, observando con esto que definitivamente las secuencias obtenidas en este
trabajo hacen parte del linaje tropical junto con otras secuencias de Colombia y de paises de

Latino América.
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Figura 6. Arbol filogenético del gen 16S-rRNA de Rh. sanguineus s.l. y Rh. microplus usando
el método maximum likelihood (ML), basado en el modelo Tamura 3-pardmetros con un
bootstrap de 1000 réplicas. Las secuencias obtenidas en este estudio estan en negrilla,
sefialadas con un figura geométrica seguidas del nimero de acceso asignado en el GenBank.
Las figuras corresponden a garrapatas colectadas de: Circulos (Municipio del Tambo);

Rombos (Santander de Quilichao); Estrellas (Caloto) y Cuadrados (La Sierra).

Los numeros de acceso de las secuencias obtenidas en este trabajo son: Para el gen 16S-
rRNA de: Amblyomma patinoi [MZ959815:MZ959821]; Dermacentor nitens [MZ959833-
MZz959853]; Rh. microplus [MZ959859-MZ959868]; Rh. sanguineus s.. [MZ960023-



MZ960055]. Para el gen COI-1 e ITS-2 de Amblyomma patinoi fueron [MZ945519-MZ945529]
y [MZ962663-MZ962671], respectivamente.

5.4.2 Deteccion molecular de genes de Rickettsia

Los 602 pooles de garrapatas amplificaron el gen 8-Actina lo cual signific6 que el DNA no tenia
inhibidores para PCR. Posteriormente se realizé la amplificacion de los genes rickettsiales
htrA, gltA y ompB todos por PCR convencional y se obtuvieron los siguientes resultados: 92%
(555/602) positivos para htrA, de estos 10,2% (57/555) positivos para glitA y 7,5% (42/555)
para scab. Se consideraron positivos para Rickettsia, aquellos que fueron positivos para al

menos 2 genes, los cuales correspondieron a 97 muestras que correspondieron al 16%.

Tabla 13. Positividad para Rickettsia spp. por especie de garrapata por municipio

Municipio Especie de Garrapata Pooles Positivos  Porcentaje
para Rickettsia / #
de pooles
analizados *
El Tambo Rhipicephalus microplus 17/70 24,3%
Rhipicephalus sanguineus s.I.  10/103 9,7%
Dermacentor nitens 18/153 11,7%
Santander de  Rhipicephalus microplus 23/60 38,3%
Quilichao Rhipicephalus sanguineus s.I.  4/74 5,4%
Dermacentor nitens 8/71 11,3%
La Sierra Amblyomma cajennense s.l. 3/13 23,1%
Dermacentor nitens 1/4 25,0%
Rhipicephalus sanguineus s.I.  0/19 0%
Caloto Rhipicephalus sanguineus s.I.  3/6 50,0%
Dermacentor nitens 10/29 34,5%
Total 97/602 16,1%

*La positividad fue establecida en aquellos pooles que amplificaron para al menos dos genes

rickettsiales.

Para la confirmacion de la especie de Rickettsia se secuencié el gen sca5 para cinco pooles;

1 pool perteneciente a la garrapata Amblyomma patinoi y 4 a Dermacentor nitens.



Las especies de Rickettsia identificadas posterior al andlisis de las secuencias fueron:
Rickettsia asembonensis de 1 pool de A. cajennense y de 2 pooles de D. nitens; el porcentaje
de identidad observado fue del 98.99 al 100% (NUumero acceso en GenBank: KY650699.1,
JN315972, MK923741.1). Se identific6 ademas R. felis en 1 pool de D. nitens con un
porcentaje de identidad del 98.9 al 100% (NUmero acceso en GenBank: AF182279.9,
GQ385243.1), y finalmente Candidatus R. senegalensis en 1 pool de D. nitens con un
porcentaje de identidad del 98.9 al 100% (Numero acceso en GenBank: MK548198.1,
KT304219.1, KF666470, KU167060).

5.4.3 Construccion de arbol filogenético

La construccion del arbol filogenético para Rickettsia se realiz6 usando el método Maximum
Likelihood basado en el método Tamura 3 parametros (192) y construido con el Software
MEGAX (191), utilizando las secuencias obtenidas en este estudio junto con secuencias de
referencia obtenidas del GenBank. Posteriormente se observé que las secuencias con codigos
MZ997335, MZ997337 quedaron agrupadas en el clister de R. asembonensis; OK052998 en
el de R. felis y OK052999 en Candidatus R. senegalensis
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Figura 7. Arbol filogenético del gen ompB de Rickettsia usando el método maximum likelihood
(ML), basado en el modelo Tamura 3-parametros con un bootstrap de 1000 réplicas. Las
secuencias obtenidas en este estudio estan en negrilla, sefialadas con un figura geométrica
seguidas del numero de acceso asignado en el GenBank. Las figuras corresponden a

garrapatas colectadas de: Circulos (Municipio del Tambo); Rombos (Santander de Quilichao);
Cuadrados (La Sierra).

5.4.4 Tasa de infeccibn minima

La Tasa de Infeccibn Minima (MIR por sus siglas en inglés), fue mas alto en Rhipicephalus
microplus con el 9,6% seguido por A. patinoi con el 6,5% y los de menor porcentaje fueron Rh.

sanguineus s.l., D. nitens con el 3,3% y 2,0%, respectivamente (Tabla 14).



Tabla 14 Tasa de infeccion minima (MIR) por especie de garrapata

Especie de No. Total Pooles MIR
Garrapata Pools  garrapatas positivos
para
Rickettsia
Rhipicephalus 130 417 40 9,6
microplus
Rhipicephalus 202 518 17 3,3
sanguineus s.l.
Dermacentor 257 1828 37 2,0
nitens
Amblyomma 13 46 3 6,5

cajennense s.l.

5.5 Identificacion de la frecuencia de rickettsiosis en pacientes sintomaticos febriles de una

zona priorizada del departamento del Cauca

Para establecer la frecuencia de rickettsiosis se realiz6 un estudio de vigilancia centinela en el
Hospital Francisco de Paula Santander (HFPS) del municipio de Santander de Quilichao; este
lugar fue seleccionado teniendo en cuenta el reporte de sintoméaticos febriles no diferenciados,

la facilidad de acceso, seguridad publica y seropositividad encontrada.

En total se obtuvieron muestras en fase aguda y convaleciente de 22 pacientes los cuales
cumplieron con los criterios de inclusién, ser mayor de 18 afios con temperatura corporal
superior a 37.5°C, que residieran en zona urbana o rural del municipio de Santander de
Quilichao, que trabajaran en zona rural o que tuviesen antecedentes de contacto reciente con
animales infestados con garrapatas, adicional a esto que presentaran sintomatologia

consistente con dolor de cabeza, malestar general y/o dolor articular.

De los 22 pacientes el 72% (16/22) fueron mujeres, la mediana para la edad fue de 39 afios
con un rango de 18 a 72 afios. La ocupacion de ama de casa correspondi6 al 41% y agricultor
al 14%. Se detectaron anticuerpos contra rickettsias del grupo de las fiebres manchadas en el
95% (21/22) en la dilucion 1:64 tanto de las muestras de fase aguda como convaleciente. La
positividad fue observada hasta le dilucién 1:2048 en el 9% (2/22) de los casos. En el caso de

Rickettsia typhi, se detectaron anticuerpos en el 77% (17/22) de las muestras en la dilucion



1:64, seguido del 50% en 1:128. La positividad fue observada en este caso hasta 1:1024 en el
9% (2/22) de las muestras.

Para la prueba de Dengue, se detectaron en fase aguda anticuerpos IgG en el 22,7% (5/22)
de los casos y no se detectaron anticuerpos IgM en ninguna de las muestras. En el 27,2%

(6/22) de los casos se detectaron anticuerpos IgM en la prueba de ELISA para Leptospira.

En el hemograma se observd hemoglobina inferior al 12g/dl en el 27% (6/22) de los casos y
leucocitos superiores a 10.000™2 en el 36% (8/22) de los casos todos a expensas de los
neutrdéfilos; los demas parametros estuvieron dentro de los rangos normales. La fosfatasa
alcalina y las transaminasas estuvieron dentro de los limites normales. En la proteina C

reactiva se encontraron valores de hasta 48mg/dl en el 17% (4/22) de los casos.

Se detectd en una paciente de 62 afios, de sexo femenino con seroconversion para rickettsias
del grupo de las fiebres manchadas. El titulo de anticuerpos en la muestra en fase aguda fue
<1:64 y la de fase convaleciente fue de 1:512, indicando con esto un diagnéstico probable
compatible con rickettsiosis. Esta paciente acudié al centro de salud con cuadro clinico de 1
semana de evolucion consistente en fiebre no cuantificada, malestar general, dolor abdominal
en hipogastrio que se irradiaba a regién lumbar, oliguria y disuria, el diagnéstico inicial fue
infeccidn urinaria, pero posterior a su descarte fue dada de alta con diagndstico de infeccion

viral no especificada y manejada ambulatoriamente con analgésicos sin ninguna complicacion.

En los paraclinicos se observd Proteina C Reactiva en 36mg/dl, fosfatasa alcalina y
transaminasas dentro de los rangos normales, hemograma dentro de los parametros normales
con una ligera neutrofilia; dengue IgM e IgG negativo. ELISA Leptospira IgM positiva en fase
aguda sin confirmacion por otras técnicas. La paciente residia en la vereda el Aguila del
municipio de Santander de Quilichao y como parte de su informacién epidemioldgica,
menciond que tenia perros en su predio, los cuales tenian ectoparasitos (garrapatas y pulgas)

pero refirid no haber sido picada ni por pulgas ni por garrapatas.

5.6 Evaluacion de la Competencia Vectorial de Amblyomma patinoi infectada con R. rickettsii

en condiciones de laboratorio

Los resultados de este objetivo se pueden encontrar detalladamente en la publicacion.



Martinez-Diaz HC, Forero-Becerra E, Hidalgo M, Labruna MB. Experimental infection and
vector competence of Amblyomma patinoi, a member of the Amblyomma cajennense species
complex, for the human pathogen Rickettsia rickettsii. Ticks Tick Borne Dis. 2021
Sep;12(5):101751. doi: 10.1016/j.ttbdis.2021.101751. Epub 2021 May 29. PMID: 34130146.
(Anexo 5)

Resumen de resultados.

La temperatura media de los cobayos o conejos controles fue de 38,7°C y de los infectados
39,1°C. En total se usaron 24 animales, 12 para el grupo control y 12 para los infectados, en
el grupo infectado, la mortalidad fue del 33% y en el grupo control todos los animales fueron
asintomaticos en cada una de las etapas del experimento. Para los ensayos con larvas F1 y
ninfas la mortalidad de los animales fue del 100%, con adultos fue del 66,6% y con larvas F2
fue del 0%. Los animales del grupo infectado presentaron fiebre, letargia y necrosis escrotal.
El tiempo de alimentacion medio de las garrapatas fue de 6.7 dias para controles y 5,8 dias
para infectados. El promedio de infeccion en ninfas fue de 28,3%, en adultos del 83% y en
larva F2 (tasa de infeccion filial) del 42,2%. El éxito de muda de larvas a ninfas estuvo entre el
97% y 99%, de ninfas a adultos del 99,3% al 100%. La eficiencia en la conversion fue del
54,25% al 55,52%, el porcentaje de eclosion del 85,71% al 61,37%, para controles e infectados

respectivamente. La tasa de transmision transovarial fue del 30,7%.

Si bien la garrapata A. patinoi demostrd una perpetuacion transestadial eficiente, la tasa de
transmisién transovarial, transmision filial y porcentaje de eclosion fue disminuida, de lo cual
se puede inferir que R. rickettsii puede generar efectos deletéreos en esta y que la garrapata
por si sola, no puede mantener la bacteria durante varias generaciones en condiciones

naturales.

5.7 Estudio de la expresion de genes relacionados con el sistema inmune en A. patinoi

infectada con R. rickettsii en condiciones de laboratorio.

5.7.1. Estandarizacion.

El gen seleccionado como normalizador o Housekeeping fue el gen ribosomal de la proteina
S3A de A. sculptum.



El conejo que se uso para la alimentacion de los adultos no presentd ninguna sintomatologia
clinica asociada a rickettsiosis ni tampoco present6 ningun cambio en su comportamiento. La
deteccién de anticuerpos en sangre contra Rickettsia a los 21 dias post infestacion fue
negativa, corroborando con eso la negatividad de las garrapatas que fueron alimentadas sobre
este. Este seguimiento se realizé con el fin de validar el experimento y corroborar la

negatividad de las garrapatas.

Estudios realizados previamente por Martins et al. (2017, 2019) y Esteves et al. (2017),
reportaron CDSs en A. sculptum y A. aureolatum los cuales presentaron cierto grado de
modulacion en estas garrapatas al estar infectadas con R. rickettsii (13,178,179). A partir de
estos, se seleccionaron 17 CDSs que fueron amplificadas en muestras de A patinoi,

codificadas en 25 pares de iniciadores disefiados por los mismos autores

Luego de realizar la gPCR y evaluar las curvas de melting se seleccionaron 10 CDSs

codificados en 14 pares de iniciadores.
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Tabla 15. CDSs evaluadas en la estandarizacion

CDSs Anotacion Sitio/Especie de modulacién Resultado
Ambaur-60175-15 Cytochrome P450 No se
Glandula salival de A. detecto
Ambaur-60175-33 Cytochrome P450 aureolatum No se
detecto
AmbarSigP-5190 a-Macroglobulin Glandula salival de A. Se detect6
aureolatum
Ambaur-69859 Microplusin Se detectd
AmbarSigP-22173 Microplusin Glandula salival de A. Se detectd
aureolatum
Ambaur-19862-23 5,3 kDa antibacterial peptide No se
Glandula salival de A. detecto
Ambaur-19862-35 5,3 kDa antibacterial peptide aureolatum No se
detecto
AmbarSigP-47654- Lipocalin No se
27 Glandula salival de A. detecto
AmbarSigP-47654-  Lipocalin aureolatum No se
18 detecto
Ambaur-47378 Basic tail protein No se
Glandula salival de A. detecto
AmbarSigP-70152 Basic tail protein aureolatum No se
detecto
Ambaur-6577 8.9kDa protein Glandula salival de A. No se
aureolatum detecto
Ambaur-54200 Secreted protein Glandula salival de A. No se
aureolatum detecto
Ambaur-4333 Salivary secreted protein of Glandula salival de A. Se detectd
21.3 kDa aureolatum
Ambaur-45342 Lysozyme Intestino de A. aureolatum Se detect6
Ambaur-25926 Evasin Intestino de A. aureolatum No se
detecto
AcajSigP-85359 Peritrophin Intestino de A. sculptum Se detect6
Acaj-48379-36 Tick defensin Se detectd
Acaj-48379-41 Tick defensin Intestino de A. sculptum Se detecto

Acaj-48379-29
Acaj-74395-37
Acaj-74395-35
Acaj-60304

AcajSigP-6765
AcajSigP-79349

Tick defensin
Antimicrobial peptide
Antimicrobial peptide
Peptidoglycan recognition
protein

ML domain protein
Glycolate oxidase

Intestino de A. sculptum
Intestino de A. sculptum

Intestino de A. sculptum
Intestino de A. sculptum

Se detect6
Se detect6
Se detecto
Se detect6

Se detect6
Se detect6

Posterior a la realizacion de las curvas estandar, se seleccionaron 7 CDSs de 8 pares de

iniciadores teniendo en cuenta porcentajes de eficiencia superiores a 93%. Estos CDSs fueron

reportados previamente como secuencias reguladas y no reguladas en las garrapatas A.



sculptum y A. aureolatum infectadas con R. rickettsii. La concentracion de trabajo establecida

fue de 50ng.

Tabla 16. CDSs seleccionadas en la estandarizacion

CDS Anotacion Sitio/Especie de modulacién

1 AmbarSigP-5190 a-Macroglobulin Glandula salival de A.
aureolatum

2 Ambaur-69859 Microplusin

3 AmbarSigP-22173 Microplusin Glandula salival de A.
aureolatum

4 AcajSigP-85359 Peritrophin Intestino de A. sculptum

5 Acaj-74395-37 Antimicrobial peptide Intestino de A. sculptum

6 Acaj-60304 Peptidoglycan recognition Intestino de A. sculptum

protein
7 AcajSigP-6765 ML domain protein Intestino de A. sculptum
8 AcajSigP-79349 Glycolate oxidase Intestino de A. sculptum

Luego de la estandarizacion, se procedié a realizar los experimentos con cada CDSs de
manera individual. Los montajes fueron realizados por triplicado y, con el fin de garantizar las
condiciones, en la misma placa se montaron tanto el gen ribosomal como los genes problema,

de las muestras del grupo control como del grupo infectado.

5.7.2. Ensayos con larvas

La expresion del gen ribosomal de la proteina S3A de A. sculptum (normalizador o
Housekeeping) en los pooles de larvas, varid en todos los ensayos realizados con una

diferencia de hasta 7 puntos, con esta variabilidad del normalizador no fue posible establecer

la expresion de los CDS.

5.7.3. Ensayos con ninfas

A continuacion se resaltan los resultados obtenidos con las CDSs testadas.

Para a-Macroglobulin (Figura 8), se encontraron diferencias estadisticamente significativas
con un p= 0,0050, siendo completamente reprimida la expresién cuando la garrapata fue

infectada en condiciones de laboratorio con R. rickettsii.
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Figura 8. a-Macroglobulin en Ninfas

Para la microplusina 22173 (Figura 9), la diferencia estadistica correspondi6é a un p=0,0238,

observando que durante la infeccion esta microplusina también es reprimida.
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Figura 9. Microplusina 22173 en Ninfas.

Otra de las CDSs con las cuales se observo una represion en la expresion al ser infectada, fue
el péptido antimicrobiano Acaj-74395-37 con un p=0,0411. Figura 10
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Figura 10. Péptido antimicrobiano Acaj-74395-37 en Ninfas

La unica CDSs con la cual se observé una estimulacion posterior a ser infectada fue la

peritrofina reportada previamente como reprimida en intestino de A. sculptum. p= 0,0260.
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Figura 11. Peritrofina en Ninfas

Con las demés CDSs: microplusina 69859, p= 0,5211 (figura 12) y Proteina de reconocimiento

al peptidoglicano p=0,1320 (figura 13), los resultados obtenidos no fueron estadisticamente



significativos infiriendo con esto que no hubo diferencias en la expresion entre garrapata
infectada y no infectada con R. rickettsii.
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Figura 12. Microplusina 69859 en Ninfas
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5.7.4. Ensayos con intestino

En los ensayos realizados con intestino de A. patinoi solamente se observaron cambios en la
expresion del péptido antimicrobiano, siendo este reprimido en el grupo infectado, p=0.0022
(figura 14); con las demas CDSs evaluadas, no se observd ningln cambio en la expresion

entre el grupo control y el infectado.
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Figura 14. Péptido Antimicrobiano en Intestino de adultos

5.7.5. Ensayos con glandula salival

Finalmente, en glandula salival, no se obtuvo amplificacion de ninguna de las CDSs

seleccionadas para este estudio.

6 DISCUSION

En este estudio se determind la presencia de anticuerpos contra rickettsias del grupo de las
fiebres manchadas (SFG) en poblacion rural de 4 municipios del departamento del Cauca. Se
encontré una seropositividad general del 85,7% en humanos y los anticuerpos fueron

detectados hasta el titulo 1:2048 en el 1% de las muestras que correspondieron a 3



participantes, uno del municipio del Tambo y dos de Santander de Quilichao. Estos resultados
indican que existe circulacion de especies de rickettsias transmitidas por garrapatas, y se suma
a los datos publicados previamente en el Cauca, con resultados similares, como el realizado
por Weber N, et al., 2020, quienes reportaron una seropositividad del 79% (34), ademas de
notificar la presencia de lesiones pruriginosas cronicas, asociadas a picaduras constantes de
garrapatas en el 94,5% de los participantes. Por otro lado, nuestros resultados son mayores
al 49% registrado por Pefia et. al 2013 en la poblacién de La Sierra en el Cauca (33), quienes

ademas reportaron 3 casos positivos para rickettsiosis, confirmados por seroconversion.

Estudios similares realizados en Colombia han reportado diferentes porcentajes de deteccion
de anticuerpos contra SGF en humanos que van desde 2,7% en el Uraba Antioquefio en el
2013 (206) hasta el 59% en el departamento del Meta (207). Otros departamentos como
Cérdoba (208), Cundinamarca (24,209) y Antioquia (32,210) registran valores hasta del 49%,
40,3% y 29%, respectivamente.

Asi mismo se registra una seropositividad del 7,8% en trabajadores de areas rurales del
departamento de Sucre en el 2008 (211); 16,3% en zona rural del municipio de Toluviejo,
Sucre en el 2015 (212), y en indigenas de los departamentos de Cesar, Guajira y Cérdoba
porcentajes del 32%, 11% y 5,2%, respectivamente en el 2015 (213,214).

En el afio 2017, se reportdé un estudio sobre seropositividad para rickettsias del SFG en
humanos en zonas endémicas del noroeste del pais encontrando un 40,8% en Alto de Mulatos,
36,5% en el pueblo de Las Changas, 33,3% en el pueblo de El Mellito y 31,8% en los distritos
de Contrapunto y Corea del municipio de Los Coérdobas (215).

Recientemente, Perez et al.,, 2021, en un estudio realizado en pacientes que acudieron a
diferentes centros de salud del departamento de Caldas durante el 2016 al 2019, encontraron
una seropositividad contra R. rickettsii del 60%, asi como la evidencia de circulacién de otras

especies como R. typhiy R. felis en humanos (216).

Si bien los porcentajes encontrados en este estudio distan de otros referenciados en la
literatura no sélo de Colombia sino de otros paises como, Chile, Brasil, Argentina, México
donde los porcentajes no superan el 10% (126,217-221) o Panamé& con un maximo de 39%
(222), es importante resaltar que el departamento del Cauca es una zona poco explorada hasta
la fecha en lo que a rickettsiosis se refiere y de acuerdo con nuestros resultados y los
reportados por Weber et. al 2020 (34) y Pefia et. al 2015 (33) junto con informacion recibida

(verbalmente) de parte de la secretaria Departamental de Salud del Cauca y las comunidades,



se puede afirmar que la poblacion rural especialmente de La Sierra y del Tambo estan

expuestos a contacto directo y constante con garrapatas.

Es por esto que se infiere sobre la posible circulacion de especies de Rickettsia
(probablemente no patdégenas o de baja virulencia) responsables de estos niveles de
anticuerpos. Esta hipotesis va de la mano con dos situaciones: 1) la reaccion cruzada que
existe en ensayos de inmunofluorescencia con las diferentes especies de rickettsias
filogenéticamente relacionadas (49) y 2) por ausencia de reportes sobre fallecimientos por
sindromes febriles exantematicos complicados en las zonas exploradas (datos indagados
durante el estudio de campo). Es de mencionar también, que debido a que no tuvimos la
posibilidad de determinar la seropositividad con varios antigenos de rickettsias, no podemos

asociar alguna especie en particular a estos altos porcentajes.

Respecto a los factores asociados, se tuvieron en cuenta todas las variables de la encuesta
aplicada, pero solamente la actividad laboral (agricultor) fue el factor estadisticamente
significativo. Este resultado no es diferente al que posiblemente se estaba esperando ya que
este oficio requiere que las personas estén en campo abierto expuestos a diferentes tipos de
ambientes y en contacto estrecho con animales domésticos y por tanto con sus parasitos
externos. Estudios realizados por Quintero et al., 2017 establecieron de igual forma que los
trabajos a campo abierto son un factor asociado a la positividad para Rickettsia, asi mismo
encontraron otros factores como la edad y sexo masculino como determinantes en esta
positividad, debido posiblemente a que es comun que hombres desarrollen estas actividades
a diferencia de las mujeres (223). Contrariamente, hosotros no encontramos que la edad o el
sexo fuesen un factor asociado e incluso el mayor porcentaje de participantes que tuvimos fue
en mujeres. De igual forma, estudios realizados en Carolina del Norte en Estados Unidos,
(224) y en Peru (225) establecieron que las actividades de agricultura son un factor de riesgo

para estar en contacto con garrapatas y sus patégenos, en este caso Rickettsia.

En relacién con la seropositividad en animales, se encontré una prevalencia general en perros
del 80,4% y se encontraron anticuerpos hasta el titulo 1:4026 en el 2,7% de las muestras (3
perros). Estos resultados son mas altos a los reportados previamente en Colombia y en otros
paises como Brasil, donde se registran seroprevalencias en perros desde 3,3% hasta 69,6%
(126,226-229), asi como en regiones de México (152), Chile (230) y Bolivia (231), donde se

reportan prevalencias en perros hasta del 65%, 35% y 68,2%, respectivamente. En Colombia,



Hidalgo et al., 2009 publicaron una seroprevalencia en perros del 18,2% en el municipio de
Villeta en Cundinamarca (135), y estudios realizados en el Noreste del pais registran
prevalencias hasta del 38,23% (223).

En Caballos se encontr6 una seroprevalencia del 90,6% y la deteccidon de anticuerpos se
observé hasta el titulo 1:4096 en el 3,1% de las muestras (2 caballos). Estos resultados
también son mas altos a los reportados en Colombia y otros paises, como Brasil donde se
registran seroprevalencias en caballos entre el 8% y el 77,3% (227,232-234). En Colombia,
se han publicado seroprevalencias en caballos del 16,3% en Cundinamarca (135) asi como
del 1,9% en la Orinoquia (136), y de hasta el 30,88% en municipios de Cdrdoba (223).

Los resultados obtenidos en estos animales son un aporte adicional a la hipétesis que en las
zonas rurales seleccionadas circula alguna especie de Rickettsia. No obstante, no es del todo
posible asociar una causa particular para explicar las diferencias (en seroprevalencia) entre lo
reportado en la literatura y lo obtenido en este estudio, pero es importante mencionar que
durante el tiempo de trabajo de campo no se observé, ni un buen control de garrapatas ni de
otros parasitos externos, ni mucho menos una tenencia responsable de mascotas;
adicionalmente todos los animales muestreados estaban infestados con garrapatas, algunos

en mayor nivel que otros.

En el caso particular de los perros y como se observa en la mayoria de las zonas rurales en
Colombia, lo perros tienen libre circulacion incluso por zonas boscosas donde la presencia de
animales silvestres es frecuente, facilitando con esto, no sélo la infestaciébn con garrapatas
sino la infeccion con diversos patégenos como las rickettsias y, por tanto, facilitando su

diseminacion a otros animales con los cuales comparten el entorno intradomiciliario(122—124).

En el caso de los caballos, se observo que estos son utilizados en su mayoria para transporte
y en muchas de las situaciones son desplazados a lugares muy distantes, donde posiblemente
también tengan contacto con animales silvestres, sus parasitos externos y por ende sus

patdgenos.

Esta situacion es concordante con la teoria postulada por Sangioni et al., 2005 (235) quienes
argumentan que debido al uso que se le da a los caballos en el transporte rural, estos
mamiferos pueden actuar como un hospedero transporte de garrapatas infectadas causando
nuevos focos de infeccion en diferentes areas (232,235,236), asi mismo resaltan la
importancia de los caballos en la epidemiologia de la rickettsiosis ya que segun ellos, estos

mamiferos son los hospederos primarios de todos los estadios de especies de garrapatas



Amblyomma como A. sculptum en Brasil (235). Asi mismo proponen que la realizacion de
estudios de seroprevalencia en caballos es un método util para la vigilancia de rickettsiosis en
areas donde los humanos estan expuestos a las garrapatas especialmente de la especie A.

cajennense s.l., (235).

A pesar de que se ha comprobado que los caballos no son amplificadores naturales de R.
rickettsii (127), estos desarrollan anticuerpos IgG posterior a la infeccion por esta bacteria que
permiten establecer, si en la region explorada existe circulacion de este patégeno (127). Por
otra parte, en perros se ha establecido que desarrollan signos de infeccion ocasionados por
R. rickettsii y por tanto su papel amplificador para esta bacteria es potencial (237), es por esto
que independiente de la sintomatologia desarrollada posterior a la infeccién, estos mamiferos
son considerados actualmente como animales centinela para la deteccion de rickettsias del

SFG en &reas endémicas, aun antes de la aparicion de casos humanos (57,227,235,238).

De la mano de la seroprevalencia en mamiferos, la identificacion de garrapatas y sus
patégenos como las rickettsias hacen parte de la indagacion de la epidemiologia de una
enfermedad zoonética como la rickettsiosis. Es asi que en nuestro estudio se identificaron
diferentes especies de garrapatas recolectadas de perros, caballos y vacas. Las especies
identificadas tanto morfolégica como molecularmente correspondieron a los géneros D. nitens,
Rh. sanguineus s.l., Rh. microplus y Amblyomma patinoi. Estas garrapatas previamente han
sido reportadas previamente no sélo en Colombia sino en diversos estudios en paises de
América (82,85,95,239,240).

Rhipicephalus microplus fue recolectada en su mayoria en vacas y en un caballo del municipio
de Santander de Quilichao y su hallazgo se limité a este municipio y al Tambo, probablemente
porque fueron las Unicas zonas donde encontramos vacas durante el muestro. Esta especie
ha sido reportada en diferentes regiones de América (26,85,134,240,241) y esta catalogada
como una de las de mayor importancia en medicina veterinaria por el impacto que tiene en
salud animal (74,242) asi como en el ambito econémico por la produccion de leche, carne y
pieles que se ven significativamente afectados por las enfermedades que producen los
patdégenos transmitidos por estas (242). En el analisis filogenético realizado se observo que
esta especie se agrupd en un solo clister con secuencias reportadas de paises de centro y

sur América como Argentina, Guayana Francesa, Cuba y Colombia, asi como con secuencias



de Japén y Mozambique (ver figura 15) con un bootstrap del 100%. Infiriendo con esto la baja

variabilidad del gen 16S-rRNA entre la especie incluso de diferentes regiones del mundo.

En la identificacion de genes rickettsiales se establecié que el 30% de los pooles analizados
fueron positivos para al menos dos genes de Rickettsia con un MIR (tasa de infeccién minima)
del 9,6% (40/417). Estos resultados son inferiores al 50% reportado en Panamé (113), sin
embargo, el tamafio de la muestra en este estudio fue de solamente 10 ejemplares.
Contrariamente es superior al reportado por Perquera et al., en Ecuador del 5,3% (243) y por
Troyo et al., 2016 en Costa Rica del 6,5% (240). Asi mismo es inferior al MIR reportado en
Brasil por Moura-Martiniano et al., 2014, quienes hallaron un MIR del 3,0% (244) y al publicado
en Costa Rica en el 2016 del 0,4%, quienes ademas identificaron Rickettsia amblyommatis en

esta especie de garrapata (240).

Actualmente no se ha establecido el rol de Rh. microplus en la transmision de especies de
rickettsias y existe la posibilidad que su infeccién se deba a una transmision horizontal con
especies involucradas en la transmision de Rickettsia como las garrapatas del género
Amblyomma sp., y Rh. sanguineus s.l., (113). De esta forma valdria la pena indagar més sobre
su rol en la epidemiologia de esta zoonosis, ya que se ha establecido que puede infestar otros

hospederos que a su vez son infestados por otras especies de garrapatas (85).

Rhipicephalus sanguineus s.l., es conocida como la garrapata marrén del perro, puede actuar
como vector de diversos patdgenos que afectan no sélo a los perros sino también a los
humanos (245,246), ademas se ha reconocido como potencial vector de R. rickettsii (89). Se
sabe que existen dos especies bajo este taxon que son genética, morfolégica, biolégica y
geograficamente distintas, una es frecuentemente encontrada en regiones tropicales y
subtropicales “linaje tropical”’, donde se ha establecido que es activa durante todo el afio y
gue puede completar entre tres y cuatro generaciones al afio, siempre y cuando las
condiciones de temperatura, humedad y disponibilidad de hospederos sean favorables
(247,248), y la otra reportada en zonas templadas “linaje templado”, que si bien en este
ambiente no da lugar a varios ciclos poblacionales durante un afio, se dice que en estas
regiones la mayor actividad se da entre el final de la primavera y el inicio del otofio
(245,249,250).

En el andlisis filogenético se observo que las secuencias obtenidas del Cauca agruparon en
el cluster de Rh. sanguineus “linaje tropical” con un bootstrap del 62%, y esta relacionado con

secuencias de diferentes partes del mundo. Con este valor de bootstrap se puede inferir que



posiblemente exista variabilidad en el gen 16s rRNA de esta especie en particular. Esta
filogenia es concordante con la preferencia ecoldgica de esta garrapata ya que las zonas

estudiadas en el Cauca se caracterizan por tener un clima tropical.

La positividad de Rh. sanguineus con especies de rickettsias ha sido reportado ampliamente
en diferentes paises como Estados Unidos (101) México (102-104) Brasil (105) Argentina
(111,251), Costa Rica (240) y Panamé (113), entre otros. En Argentina la prevalencia de
infeccion de Rickettsia sp., en esta garrapata esta entre el 4,76% al 12% (111,251,252), en
Panama entre el 3,4% y el 20,3% (113,114,253), en Costa Rica del 1,3% (240) y en México
entre 3,2% a 8% (103,104,154,158).

Se reportan ademas tasas de infeccion minima del 3,3% en México (102), en Brasil del 3,2%
(254) y Costa Rica del 0,1% (240). Valores que son similares a los encontrados en este estudio
del 8,4% (tasa de infeccion) con un MIR del 3,3. Es importante mencionar que las especies
que han sido identificadas en esta especie de garrapata son R. felis en Brasil (254) asi como
Candidatus R. amblyommii en Costa Rica (240) y Panama (114,253).

Si bien esta especie de garrapata aln no es reconocida como potencial vector de R. rickettsii
en Colombia, existen estudios donde se ha comprobado su competencia en la perpetuacion
transestadial y transovarial de este patdgeno en condiciones de laboratorio (170) asi como su
importancia como vector en algunas regiones de Estados Unidos y México; situacion que debe
ser considerada en la busqueda de determinantes relacionados con la epidemiologia de esta

ZOONOSIS.

Dermacentor nitens ha sido especialmente asociada a caballos, sin embargo también se ha
reportado en otros mamiferos (85,134,255), en este estudio se encontr6 parasitando
Unicamente caballos. En el analisis filogenético interesantemente se observd que las
secuencias del Cauca agruparon en tres cllster, cada uno con bootstrap superior al 80%
(figura 14); se destaca que las secuencias de garrapatas del municipio de Caloto, agruparon
en un cluster independiente, mientras que las otras de los demas municipios formaron los otros
dos cluster restantes. Para establecer la causalidad de este fenbmeno se tendria que hacer
analisis mas robustos de filogenia y evolucién para asi dilucidar las causas, algo que no estaba
en el alcance de esta tesis, no obstante, se podria inferir que este gen es altamente variable

en D. nitens.



De otro lado, en esta especie, se han reportado diferentes tasas de infeccion de Rickettsia sp.
La literatura reporta porcentajes del 10%, 1,7%, 27,4% y 16% en Costa Rica (240) Brasil (254)
Panama (113,114) y Cuba (256) respectivamente, asi como la identificacion en esta garrapata
de Candidatus R. amblyommii en Costa Rica (240), R. felis en Brasil y Cuba (254,256), R.
amblyommii y R. rickettsii en Panama (113,114). En Colombia se ha reportado tasas de
infeccidn del 26,3% en el Norte del pais (257). Estos valores son mas bajos a los encontrados

en este estudio, del 37%, pero cercanos a los previamente publicados en Colombia.

A pesar que R. felis habia sido relacionada solamente con pulgas, en los Ultimos afios se ha
reportado en diversas especies de garrapatas, ademas se ha identificado en sangre de
caballos en Nicaragua, asi como lo reportan Tyrrell et al., 2019 (258). En este estudio, se
identificé en D. nitens la presencia de R. felis, R. asembonensis y Candidatus R. senegalensis,
gue pese a no ser reportada previamente en garrapatas en Colombia, se han reportado en
otros paises de Latinoamérica infectando no sélo D. nitens sino también Rh. sanguineus s.l.
(259-261). Independientemente que adn no se haya establecido el potencial patogénico de
estas rickettsias, es posible que estén involucradas en la formacién de anticuerpos en animales

y humanos.

La ultima especie de garrapata reconocida fue A. patinoi. Esta especie fue identificada luego
de la secuenciacion de tres genes COI, ITS-2 y 16S-rRNA. En el andlisis filogenético se
observé que las secuencias del Cauca agruparon en un clister con Bootstrap del 99% y 100%
con secuencias de Colombia previamente depositadas en el GenBank. Esta garrapata ha sido
reportada en Cundinamarca (25) y en municipios del Noreste de Colombia (262,263). En el
Cauca previamente habia sido reportada A. patinoi por Pefia et al., 2015 (33) y A. cajennense
s.l. por Weber et al., 2020 en veredas de ElI Tambo (34). Vale la pena mencionar que estos
estudios fueron realizados, el primero en la misma vereda de La Sierra donde realizamos los
muestreos y el segundo en una zona cercana a este, es por esto que podemos afirmar que
para el departamento del Cauca, la frontera entre el municipio de La Sierra'y El Tambo, en la
veredas de Juan Castafia, Quilcacé y la Alianza serian el lugar de preferencia de especies del
complejo A. cajennense como A. patinoi ya que existe la posibilidad que haya otra especie del

complejo, puesto que esta frontera esta separada por un rio.

Este hallazgo es concordante con los modelos potenciales de distribucion geogréfica y

climética del complejo A. cajennense, publicados por Acevedo-Gutiérrez et al., 2018, quienes



establecieron de acuerdo con datos climéticos y ecoldgicos las potenciales regiones en
Colombia donde podrian circular especies del complejo, entre estos se resalta del
departamento del Cauca la region del macizo colombiano donde esta ubicada la vereda Juana
Castafia incluida en este estudio.

Las garrapatas del complejo A. cajennense son ampliamente distribuidas en centro y sur
América, ademas es uno de los géneros mas antropofilicos y actualmente el principal vector
de R. rickettsii en América. La especie de Rickettsia identificada en el Cauca en este estudio
fue R. asembonensis en A. patinoi que si bien ain no esta esclarecido su rol en procesos
infecciosos sintomaticos, podria estar involucrada en los porcentajes de prevalencias tan altos
en esta region, ya que para A. patinoi la tasa de infeccion por Rickettsia sp., fue del 23,1% con
un MIR del 6,5%, el mas alto reportado, en comparacién con las otras especies de garrapatas
registradas en este estudio, e incluso con lo reportado en la literatura, donde se destacan los
bajos porcentajes de infeccidén natural por Rickettsia en garrapatas del complejo Amblyomma
cajennense, como es el caso de Brasil donde reportan tasas de infeccion hasta el 1,28%
(160,264), este hallazgo posiblemente se deba a la disponibilidad de hospederos
amplificadores que quiza haya en la regién los cuales permiten el mantenimiento enzodtico de
esta bacteria y se ajusta al tipo de ambiente observado en Juana castafia que ademas de

distante es complemente montafioso.

Resulta dificil poder establecer las causas reales entre los diferentes porcentajes de infeccion
observados, ya que no se puede asociar a una variable en particular puesto que estos
hallazgos son multifactoriales. Sin embargo, es importante resaltar que cada vez mas se
observan diversas especies de garrapatas infestando una amplia gama de mamiferos que
antes no infestaban, asi como diversas especies de rickettsias colonizando vectores, que
antes no colonizaba; este es el caso de R. felis que inicialmente se relacionaba solamente con
pulgas, ahora no solo se reporta en garrapatas de diversas especies, sino también en sangre

de caballos, como el mencionado anteriormente publicado en Nicaragua.

Asi también se destaca a R. amblyommii que, si bien tampoco se ha esclarecido su poder
patogénico en animales ni humanos, la literatura reporta estudios donde las seroprevalencias
en animales y humanos se asocian a esta especie, ademas interesantemente Rivas et al.,
2015, realizaron un estudio de infeccion experimental con Cobayos y esta especie de
Rickettsia, estableciendo que R. amblyommii si ocasiona sintomatologia de infecciéon en

cobayos asi como la generacion de anticuerpos protectores contra infecciones posteriores con



R. rickettsii (265). Es por esto que es necesario contemplar diversas especies de rickettsias

como potencialmente patogénicas, aun sin haberse establecido su poder infeccioso.

Continuando con los resultados, ya no relacionados directamente con garrapatas infectadas,
se realiz6 un piloto de estudio centinela en el Hospital municipal de Santander de Quilichao,
alli se encontré un paciente febril con probable diagnéstico de rickettsiosis por rickettsias del
grupo de las fiebres manchadas (Antigeno R. rickettsii) y ninguno para rickettsias del grupo del
tifus (R. typhi) con una frecuencia de infeccion del 4,54% (1/22), con una posible COlnfeccion
con Leptospira sp., (este resultado no se pudo confirmar).

Este paciente resolvio su sintomatologia con sdélo analgésicos, no presenté complicaciones y
sus hallazgos de quimica sanguinea y hematologia estuvieron dentro de los limites de la
normalidad, excepto la proteina C reactiva que se observé ligeramente aumentada 36mg/dl
(VR <6 mg/dI). Este hallazgo indica la circulacién de alguna especie de Rickettsia del grupo de
las fiebres manchadas y plantea un reto para el personal médico, debido a la presentacion
clinica tan inespecifica y la imposibilidad de conseguir pruebas de diagndstico en los centros
de salud del pais, especialmente el reto estd cuando se enfrente a un caso por una Rickettsia
patdgena como R. rickettsii. Por otro lado la presencia de anticuerpos sin seroconversién en
los demas participantes indica la exposicion previa a estas rickettsias, informacién importante

gue se debe tener en cuenta en el diagnostico de sindromes febriles inespecificos en la region.

Estudios realizados en Colombia reportan frecuencias del 2,7% (6/220) para rickettsiosis en
municipios de Cérdoba y Antioquia (266), del 2,9% (3/104) en Cundinamarca (267), y del
6,38% (3/47) para SFG y grupo transicional y del 2,1% (1/47) para el grupo del tifus en el
departamento de Caldas (216). En Estados Unidos se reportan incidencias de rickettsiosis del
12% para R. parkeri, 9% para R. amblyommii y 6% para R. rickettsii (224). En estos estudios
se resalta la mayor frecuencia en hombres, contrario al realizado en Cauca donde la mayoria

de los participantes fueron mujeres.

Con este Unico caso detectado en el estudio y teniendo en cuenta los resultados obtenidos en
los objetivos anteriores podemos inferir que efectivamente hay una especie o varias especies
de rickettsias transmitidas por garrapatas en la region, lo que plantea un reto para los
investigadores ya que el dilucidar especificamente qué tipo de Rickettsia esta circulando, cual

es su hospedero amplificador y su vector, aporta de manera significativa a la epidemiologia de



la rickettsiosis no sélo en area de estudio, si ho en el pais. Sumado a esto se resalta la
importancia y la necesidad de realizar estudios que permitan el fortalecimiento del
conocimiento del personal asistencial de hospitales y centros de salud, asi como la
participacion mancomunada de entes regionales y nacionales, con el fin de fortalecer el

diagndstico, manejo y tratamiento de esta zoonosis de interés en salud humanay animal (268).

En el intento de ahondar en el conocimiento sobre el papel que cumple A. patinoi en la
epidemiologia de la rickettsiosis se realizaron ensayos de infeccibn experimental con R.
rickettsii y se demostré la competencia vectorial de esta especie de garrapata en la
perpetuacion transestadial y transovarial. Ademas, que establecidé que, si bien esta garrapata
es competente, es necesario un hospedero amplificador que permita el mantenimiento del

patégeno en condiciones naturales. (Ver detalle Anexo 5).

Para que la transmision de patdgenos en garrapatas sea efectiva, estos deben superar
diversas barreras encontradas en intestino, hemolinfa, ovarios (en la transmision transovarial)
y las glandulas salivales (172), asi como los diferentes componentes del sistema inmune (173),
lo cual esta directamente relacionado con la competencia vectorial en estos artrépodos
(11,269).

En este estudio se realiz6 una aproximacion para indagar el efecto de la infecciébn con R.
rickettsii sobre el perfil de expresion de algunos genes del sistema inmune en A. patinoi
infectado en condiciones de laboratorio. Los andlisis se realizaron en ninfas (completas) y en

glandulas salivales e intestino de adultos.

Se evalué el gen que codifica para Alfa-macroglobulina, este es un inhibidor de proteasas
involucrado en procesos de fagocitosis en garrapatas, se considera como una especie de
opsonina, ya que el mecanismo de inhibicion lo realiza por medio de endocitosis mediada por
receptores (270). La participacion de esta molécula en la fagocitosis de patégenos invasores
no esta del todo elucidada (270), Estudios realizados en glandula salival de A. aureolatum
encontraron que esta proteina es regulada en el proceso infeccioso con R. rickettsii,

posiblemente cumpliendo su funcién en la inhibicién de este patégeno (179).

Las macroglobulinas son miembros de las familias de proteinas que contienen tiodiester (271),
estudios realizados por Buresona et al., 2011 demostraron que al reprimir la expresion de alfa-
macroglobulina en Ixodes ricinus se disminuye la fagocitosis de Chryseobacterium

indologenes en condiciones de laboratorio (271). Estos hallazgos indican que esta proteina



cumple un papel importante en el proceso de infeccién en garrapatas, y por lo tanto se puede
inferir que su represién da lugar a que los patégenos se puedan replicar de forma adecuada
en los érganos de las garrapatas; Ademas es consistente con los datos obtenidos en este
estudio, donde se observé que durante el proceso de infeccién con R. rickettsii la expresion
del gen se reprimio significativamente en ninfas de A. patinoi, pero no se observé cambios en

intestino ni en glandula salival, donde se expresa pero no se modula tras la infeccién.

Por otra parte, la microplusina es un péptido antimicrobiano reportado inicialmente en Rh.
microplus, es una proteina bien caracterizada perteneciente a la familia de péptidos
antimicrobianos ricos en cisteina; pertenece al arsenal de moléculas del sistema inmune

innato de garrapatas y actla frente a la infeccién por bacterias y hongos (272)

Se ha establecido que la microplusina es reprimida en glandula salival de A. aureolatum
infectada con R. rickettsii (179). En este estudio realizado con A. patinoi, esta microplusina no
fue detectada en glandula salival ni intestino, pero si en ninfas donde también se observé una
represion estadisticamente significativa. Asi mismo se observé que el gen que codifica para el
péptido antimicrobiano también fue reprimido. Los péptidos antimicrobianos son proteinas que
estan involucradas en el control de crecimiento microbiano en garrapatas. Estudios realizados
con A. sculptum reportaron que este gen es altamente regulado cuando la garrapata esta
infectada con R. rickettsii (13). lo que es concordante con la biologia de esta especie
caracterizada por tener bajos porcentajes de infeccion con R. rickettsii en condiciones
naturales (273).

Otro gen probado fue el que codifica la peritrofina componente importante de la matriz
peritréfica de garrapatas encargado de proteger al intestino de agentes patégenos. Estudios
realizados en I. scapularis evidenciaron que al reprimir la peritrofina, se altera el grosor de la
matriz peritréfica, permitiendo de esta forma la colonizacion del intestino con patdgenos como
Borrelia burgdorferi, agente causal de la enfermedad de Lyme (274). En A. sculptum la
expresion del gen que codifica esta molécula es reprimida durante la infeccion por R. rickettsii
(178). Con A patinoi se observo una ligera expresion en ninfas, pero no hubo expresiéon en
intestino, indicando con esto que si bien R. rickettsii logra infectar el intestino de la garrapata,
en cierta medida se inhibe su replicacion, lo cual puede verse evidenciado en los porcentajes
de infeccion observado en ninfas (Ver anexo 5), donde no todos los ejemplares son
eficientemente infectados. Sin embargo, es importante realizar mas ensayos con este gen, ya

que este comportamiento no fue observado en todos los especimenes testados



Con estos resultados se pudo establecer el efecto de la infeccion de R. rickettsii sobre el perfil
de expresion de algunos genes del sistema inmune en A. patinoi, soportando con esto el efecto
patogénico de la bacteria sobre la garrapata previamente documentado. R. rickettsii actia
reprimiendo la expresion de genes que codifican para moléculas y proteinas que intervienen
en la inhibicién de la replicacién de patégenos, por lo tanto logra replicarse en sus 6rganos,
para posteriormente hacer efectiva su transmisiébn a hospederos susceptibles, lo que se

presume pasa de la misma manera en condiciones naturales

No obstante una explicacion asociada a las bajas tasas de infeccién en condiciones naturales,
es debido a la colonizacion de la garrapata con microorganismos simbiontes, ya que estos son
un factor importante en la mediacién de la colonizacién y supervivencia de patégenos y en el
caso de las rickettsias, una Rickettsia simbionte no patdgena puede inhibir la colonizacion de

una segunda patégena (274).

Es importante realizar estudios mas robustos con andlisis bioinformaticos avanzados donde
se indague sobre todo el perfil de expresion de esta garrapata, especialmente enfocados en
su caracterizacion funcional ya que son hallazgos importantes que pueden considerarse como
blancos en el desarrollo de estrategias para controlar los patdgenos transmitidos por

garrapatas asi como la proliferacion de estos vectores.

7 CONCLUSIONES
Se determiné la seroprevalencia de rickettsias transmitidas por garrapatas en humanos y

animales domésticos en las zonas seleccionadas en el estudio.

Se identificaron rickettsias asociadas a pulgas, presentes en garrapatas, sin embargo son

necesarios otros estudios que soporten este hallazgo.
Se comprobo6 por técnicas moleculares la circulacion de A. patinoi en la zona de estudio.

Se establecié que rickettsias transmitidas por garrapatas, podrian estar implicadas en

sindromes febriles en Santander de Quilichao.

Se establecié la competencia vectorial de A. patinoi en la transmision de R. rickettsii a

hospederos susceptibles

Se identifico genes del sistema inmune de garrapatas implicados en el control de patégenos,

siendo reprimidos por la infeccion con R. rickettsii.



Con todos estos resultados, se rescatan muchos datos importantes para el abordaje de esta
zoonosis en el Cauca, aun asi queda la puerta abierta para muchos otros estudios de mayor
envergadura que investiguen mas a fondo cada uno de los factores que intervienen en esta

problematica.

8 RECOMENDACIONES Y LIMITACIONES

Se recomienda realizar estudios de seroprevalencia en la regién con diferentes antigenos de
Rickettsia, con el fin de establecer especificamente cual especie o0 especies, podrian estar

circulando.

Debido a problemas varios las muestras de DNA se degradaron y no fue posible secuenciar
un mayor numero de pooles de garrapatas para establecer qué otra especie de Rickettsia
podria estar circulando, por tanto se recomienda ahondar este aspecto para poder

correlacionar con la seroprevalencia en humanos y animales.

Se recomienda realizar estudios con mamiferos silvestres especialmente en la zona de la
frontera entre el municipio de La Sierra y El tambo, en la zona cercana a la vereda Juana

Castafia, Quilcacé y la Alianza.

Se recomienda realizar estudios robustos de bioinformatica donde se evalten todo el perfil

génico de esta especie de garrapata.
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10. ANEXOS

Anexo 1. Consentimiento informado humanos
Este consentimiento fue elaborado de acuerdo con los articulos 15y 16 de la resolucién 08430
de 1993. Por la cual se establecen las normas cientificas, técnicas y administrativas para la

investigacion en salud.
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Anexo 1.
Proyecto: Estudio de enfermedades transmitidas por vectores: Garrapatas, pulgas y piojos, en zonas
priorizadas del departamento de Cauca. Acercamiento a la vigilancia y al control.

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

Informacion sobre el Estudio
Valido desde el 1 de enero de 2017 hasta el 31 de diciembre del 2043

Lo invitamos a que haga parte del estudic de investigacion titulade "Esfudio de enfermedades transmitidas por
veciores: Gamapatas, pulgas y picjos, en el departaments de Cauca. Acercamiento a la vigilancia y al control” que
estamos realizande la Universidad de la Salle, La Pontificia Universidad Javerana y la secretaria de Salud del
Cauca para aportar a la construccion de estrategias de gestion del resgo de enfermedades transmitidas par
garrapatas, pulgas y piojos en poblaciones humanas y animales de localidades priorzadas de los municipios de El
Tamibo, La Siera, Caloto y Santander de Quilichac del departamento del Cauca, Colombia a partir de métodos
participativos con las comunidades y autoridades, y métodos de campo y laboratorio, para el entendimiento de los
factores que determinan su ocurmencia y eco-epidemiologia. Su decisidn de tomar parte en esto es enteramente
woluntaria. Por favor lea este formulano de consentimiento cuidadosamente y haga cuantas preguntas considers
antes de decidir si guiere participar. Si usted decide parficipar podra abandonar el estudio en cualquier momento
sin perder algin beneficio que pudiera tener. Este consentimients se wva a diligendar por duplicado y se le
entregara una de las copias

Proposito del estudio

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

Procedimiento del estudio
Usted sera contactado por un profesional de la salud que hace parte del grupo de investigacion de la propuesta
quien le enfregard este formulario, una vez haya aceptado la parficipacion en el estudic, entonces:

Como participants voluntaric en este estudio usted estars dispuesto a colaborar en:

1. Toma de muesira: Le sera realizada una toma de muesira de sangre venosa de 10 centimetros cibicos
aproximadamente uno con EDTA o anticoagulante y otro tubo seco, por parte de uno de los investigadores
del proyecto. Este procedimiento se le explicara en detalle al momento de realizarie la puncién. Lo dnico
que puede presentar despueés, serd un hematoma en el sitio de la puncién venosa.

Las muestras de sangre seran procesadas por personal idoneo del laboratorio de bactericlogia especial de la

Pontificia universidad Jawerana. Con la sangre obienida se realizara la prueba serologica de

Immunoflucrescencia indirecta (IFI), Prusbas moleculares como PCR para el reconocimiento de diferentes

tipos de Bacterias, y analisis microscopico de los extendidos de sangre para la observacion directa de algunas

bacterias

2. Encuesta: Usted contesiara una serie de preguntas relacionadas con caracteristicas socio-demograficas y
antecedentes personales relacionados con enfermedades trasmitidas por garrapatas, picjos y pulgas
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Confidencialidad

Los resultados que se obiengan de este estudio y la informacion sobre el estado de salud del voluntario se
mantendran de manera confidencial respetindose en todo momento su identidad. Es necesario aclarar que la
participacion en el estudio mo modificara la conducta medica ni el curso de la enfermedad; sin embargo, usted
podra conocer los resultados obtenidos en su muestra oporunaments.

Su participacion en este proyecto es de caracter woluntario, ¥ en caso de mo pariicipar en &l, esta decision no
afectard la relacidén médico — paciente.

Los resultados de investigacion seran aplicados en las Lineas de Investigacion de las diferentes entidades
participantes, y como datos para las publicaciones que de ella surjan en un medio de divulgacion estrictaments
academico. En ninguno de los informes o publicaciones resultantes del proyecto de investigacion se identificara el
nombre del participante, con el fin de presenvar en anonimato de su participacion.

Los investigadores no cbtendran ningln beneficio economico de este proyecto sin su consentimiento.

Los resultados del presente estudio permiiran proponer estudios de mayor envergadura que permitiran generar
recomendaciones especificas de prevencion, disgnostico y tratamiento para el personal profesional de salud, las
autoridades sanitarias y la comunidad en general con el propdsitc de disminuir la morbilided asociada con
enfermedades trasmitidas por ectoparasitos.

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

Si tiene alguna duda o desea saber su resultado puedes comunicarse de lunes a Viemes de 8:00am a 5:00pm con
la Dra. Marylin Hidalgo Investigadora en la Universidad Javeriana teléfono 3-20-23-20 extension 4155 o con la Dra
Heidy Martinez al 3125187988 o al comeo electronico b-marinesiPiaverans edy oo
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Anexo 1 Continuacion - Consentimiento informado Codigo N

Proyecto: Estudic de enfermedades transmitidas por vectores: Gamrapatas, pulgas y piojos, en zonas
pricrizadas del departamento de Cauca. Acercamiento a la vigilancia y al control.

FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA APLICACION DE ESTUDIO DE CAMPO
Valido desde el 1 de enero de 2017 hasta el 31 de diciembre del 2015

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

Declaro que estoy de acuerdo con lo anterior y que participo woluntanamente y no he sido sometido & ninguna
intersencion con coaccion en esta decision.

Se me ha explicado |a naturaleza v el propdsito de la investigacion sefialada y me ha informado de manera clara
que puedo retirame del estudio en cualquier momenio y que recibié trato igualitario si no participo.

Manifiesto que he sido informado scbre las normas éticas que regulan las investigaciones, que las muestras seran
usadas exclusivamente para & proposito de la investigacion y se manejara reservadamente los datos que se
chbtengan.

Se me ha dado la oportunidad de hacer preguntas scbre la investigacion mencionada y estas han sido
contestzdas satisfactoiaments.

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

Hombre: Firmia:
Cedula de Ciudadania No. Fecha:
HUELL & DENTAL IMDICE DERECHD jan oaso de paclenise que mo sapan keser nl scoribin
Testigos:

Firma: Firmia:
Hombre: Mombre:
Direccion: Direccion:
Telefono: Telefono:
Ciudad: Ciudad:
Fecha: Fecha:
Relacion con el paciente: Relacion con el paciente:

AUTORIZACION: La utilizacion de la muesira en estudios posteriores nos podria ayudar en el futuro a entender
las causas ywo el comportamienio de la enfermedad antenommente mencionada. Se puede dar el caso en donde
usted y su familia no se beneficien directamente de estos estudios, pero tanto su familia como otros. individuos
afeciados podrian beneficiarse. Usted tieme el derecho a no permitir que sus muestras de sangre sean estudiados
inmediatamente o guardados para estudios en el future. Usted se puede retirar del estudic en cualquier momento.
Los imvestigedores podran guardar las muestras como parte del fratamiento clinico nutinario sin que éstas sean
incluidas en la investigacion. Por lo tanto,_por favor marque su decision con respecto al almacenamiento de

la muestra y su ufilizacion en estudios de investi ni teriores:

O Deseo gue la muestra que me fue exiraida sea DESECHADA una vez completado el estudio de investigacion.
0 Autorizo CONSERVAR la muestra que me fue extraida con |a posibilidad de emplearia en estudios futuros.
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Anexo 2
Estudio de enfermedades transmitidas por vectores: Gamapatas, pulgas y piojos, en zonas priorizadas del
departamento de Cauca. Acercamiento a la vigilancia y al control

REGISTRO INDIVIDUAL DE PACIENTE

Facha: Cadiga:
MOmine; Edat
Miman de Identficacion: Género: MIF
Ocupacibn: Takfono:
EPS Subskllado: Contrioutva;
Murlcipic: Vereda:
Momibne dal predio;
Thempo de penmanancia en la vivienda: Mabarial de construccion;  Tacha:
Senvicksplbllcos SN Aguar Paredes:
L Plsa:
Alcantarilado;
mmm&swmms&m’la?: Cuanias veces 3l dia s2 lava @ manos™:
MOmen de cuarns o dormitorics £n & hogar HImesn e habitantes en & hogar:
Durante & Ofimo afio 3 presentado iedre? SiM Cuantas vaces: Meditta con temometm? SN
Consuitt 3l medics cuando presenid febreT SiN Consumit antbikiticos durants su episodio de febreT SN
Cual:

Quién le formuld los antliokitcos:

Curants su episodio oe fiebre, presentt alguna espacs de SApUlido o roNchas &n &U cuemo? SN

En qué panies del cuerpo?:
Ha 5ldo dlagnasticado con Dengue, Sika, Chinkungunya, Flebre Amariia, Malara? SN Con cugk
Durante & fima afio ha fumigado su c3537 SN Cuantas vaoes: Facha (ima

Tiene animales domesticos en su pregio? SN

Canfidad | Especle [ Tlempo de pemmanenca
Bovincs:
Equinas:
Caninos:
fadinps:
Ofros:
Ha pservado raiones o ratas cefca a sU casa™ SN Chuchas o zarguelias™: SN
PRESENCIA DE GARRAPATAS
Ha observado gamapatas en sus animales? - M Gamapatss en su casaT: SN
Hace cusmio tempoT:

Tiene congcimiento 5| Alguno o8 SUS Vesnos tiene probiemas de gamapatas? - SN
Ha tenido en algon momento prodiamas de gamapatas en su lugar de vivienda? | SN
fechia de ORima infestacion: Tratamients empisaco en i@ emaglcacon:

Ha EId0 alguna Vez pIcado por Una garrapata?: Sk Hase cuanto:




PRESENCIA DE PULGAS
Ha observado pulgas en sus animales? - SN Pulgas en su CasaT: SiN
Hace cuanto tempoT:
Tiene conocimients 51 aiguno de EUS Vesinos Bene problamas o2 pulgas? © Sk

Ha tenitio en algon momento prodiemas de pulgas en su lugar ge vivienda? : SN

fechia de URIMa Infestacion: Tratamiznto empieac en [ emadlcacisn:

Ha sldo alguna vez pleado por una pulgat: SN Hace cuanio?:
PRESENCIA DE PIOJOS

Sabe 5 actualments tiene plojos en su cabezat: SN Pigjes & 5U CUpoT:
AlJuna vaz ha tenido piojos &N EU CADET3 OCBMPOT SN Haoe cuanio 1Empot:

Algun Integramte de sU famila actualmente tene plojos en cabeza o cusrpa? SiM
Alguna vez algun Integrame de s familla ha fenido piajos en cabeza o cusmo? SN
e tratamiento empiea para 13 emadicacian de pljos:




Anexo 3. Consentimiento animales
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Cédigo N°
Ao 3
Continuacion - Consentimiento informado

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

FORMATO DE CONSENTIMIENTO INFORMADO PARA LA APLICACION DE ESTUDIO DE CAMPO EN
ANIMALES

Informacion sobre el Estudio
Valido desde el 1 de enero de 2017 hasta el 31 de diciembre del 2019
Yo, manifiesto que he side informado de los objetivos, metodologia,

beneficios y riesgos del estudio, que pusds hacer pregunias en cualquier momento y que estoy en |a libertad de
retirarme del estudio en cualguier momento sin causame ninguna afectacion.

Par medio de la presente autonzo a los investigadores del proyecto de la Universidad de la Salle, la Universidad
Javeriana y de la secrefaria de salud del Cauca, para colectar ectoparasitos (garrapatas y pulgas) v tomar
muestras de sangre aproximadamente 10ml de los animales de mi predio sim que ellos ocasione afectacion en
alguno de ellos. Los investigadores garantizan su idoneidad en el uso de técnicas adecuadas para el manejo de
los animales incluidos en el estudio.

Hombre: Firma:

Cadula de Ciudadania Mo Fecha:
HUELLA DETAL INDICE DERECHD (a0 0ac0 de paclentst que no sopan leer ol scorbir

Cantidad Especie

Canimo

Felino

Equino

Bowvimo

AUTORIZACION: La wtilizacion de la muesira en estudios posteriores nos podria ayudar en el future a entender
las causas yio el comportamiento de la enfermedad antericrmente mencicnada. Se pusde dar &l caso en donde
usted y su familia no se beneficien directamente de estos estudios, pero tanto sw familia como otros individuos
afectados podrian beneficiarse. Usted tiene el derecho a no permitir que sus muestras de sangre sean estudiados
inmediatamente o guardados para estudios en el futuro. Usted se pusde retirar del estudio en cuslquier momento.
Los investigadores podran guardar las muestras como parte del tratamiento clinico nutinario sin que éstas sean
incdduidas en la investigacion. Por lo tanto, por faver margue su decision con respecto al almacenamiento de

la muestra vy su ufilizacion en estudios de investi n feriores:

0 Deseo que la muestra que me fue exraida sea DESECHADA wna vez completado el estudic de investigacion.
0 Audorizo COMSERVAR la muestra que me fue extraida con |la posibilidad de emplears en estudios futuros.



Anexo 4. Protocolo Inmunofluorescencia

Procedimiento

1. Retirar las laminas antigenadas a utilizar del refrigerador, atemperar a temperatura ambiente
por lo menos por 10 minutos y luego sumergirlas en PBS 1X por 10 min.

2. Retirar las placas del PBS 1X y transferirlas a la solucioén de bloqueo por 15 minutos.

3. Remover las placas de la solucion de bloqueo y secarlas utilizando toallas para tareas
delicadas tipo KimpwipesTM de manera suave evitando rayar los pozos de las laminas, ya que
esto dificulta la lectura de estas.

4. Preparar diluciones 1:64 del control positivo y de las muestras con diluyente de muestras.
Usar este reactivo también como control negativo.

5. Distribuir las muestras diluidas y los controles, en los pozos indicados para cada uno en
cada ldmina colocando de 10uL a 20 uL (dependiendo la capacidad del pozo) sin tocar con la
punta de la micropipeta la lamina.

6. Incubar las placas en cAmara humeda a 37°C por 1 hora.
7. Retirar las placas de la camara humeda y enjuagarlas suavemente con buffer de lavado.

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

9. Retirar las placas, escurrir y secar de acuerdo como se indica en el paso 3.

10. Preparar la dilucién del conjugado (1:400 Anti-Human IgG o IgM, 1:200 del conjugado Anti-
Horse IgG o IgM, 1:1600 del conjugado Anti-Dog IgG o IgM), en un criovial cubierto con
aluminio y minimice la luz del recinto.

11. Distribuir en los pozos donde estan los controles y las muestras.
12. Incube las placas nuevamente en una camara humeda a 37°C por 1 hora.
13. Repita el lavado (paso 8), usando la solucién de lavado con azul de Evans.

14. Remueva las placas del buffer de lavado, séquelas con papel toalla de tareas delicadas.
Agregue 2-3 gotas de solucion de montaje, y coloque una lamina cubreobjetos.

15. Almacene las laminas lejos de la luz hasta la lectura en microscopio de fluorescencia.



Anexo 5. Articulo competencia vectorial

Este anexo lo puede encontrar al final del documento. Anexo 8 — Articulo 1

Anexo 6. Protocolo Sintesis de cDNA

Realizar tratamento com DNase 1 (Invitrogen), para remosion de residuos de DNA.
Mezclar de 1 a 7 pl de RNA, com 1pl de Soluciéon Tampon, 1ul de NDase y complete
hasta 10 ul con agua grado molecular

Incubar a temperatura ambiente por 15 minutos

Adicionar 1ul de ETDA

Incubar 65°C por 10 minutos

Adicionar 1ul de dNTPs

Calentar a 65°C por 5 minutos

Enfriar en hielo por 1 minuto

Adicionar 4l de Solucion tampén 5X, 2 ul de DDT 0.1M, 1 pl de RNAse.

Incubar a 37°C por 2 minutos

. Adicionar 1 ul de enzima M-MLV

. Incubar a 37° por 50 minutos

. Realizar una segunda incubacién a 70° por 15 minutos

. Adicionar 80l de agua grado molecular y almacenar a -20°C



Anexo 7. Calculos WinEpi

Variable: Agricultor

1. Limites : Limites validos
Nivel de confianza % : 95% —_—
B ) 2. Significacion : Resultado significative
Frecuencias OI;sl:‘::adas Frecuencias E:E;ad“ Aproximacion logaritmica : IC 95%: {1.0208, 1.1689)
Vari. i Vari. i Z ca .
bl L=y ana nesgo Aproximacién Chi2 : IC 85%: (1.0129, 1.1781)
Expuestos: No expuestos: Expuestos: No expuestos:
Agricultor ~ No agricultor | Total Agricultor ~ No agricultor | Total 3. Razon de Prevalencias : 1.0924
Estado | Enfermos 143 291 434 Estado  Enfermos 13466 299.34 434 4. Resultados adicionales :
desalud  5ano; 14 38 72 desalud a5 22,34 49,66 72 Prevalencia entre expuestos (Agricultor) : 91.08%
Total 157 340 506 Total 157 340 506 Prevalencia entre no expuestos (No agricultor) : 83.38%
. 1. Limites : Limites vélidos
Nivel de confianza % : 95% —_—
. b d ) d 2. Significacidn : Resultado significative
Frecuennavs(_)lj:;:a— as Frecuencl:s_Ezie;a_as Aproximacién logaritmica : IC 95%: {1.0984, 3.7732)
arial riesgo arial riesgo . .. :
Aproximacién Chi® : IC 95%: (1.1084, 3.7392)
Expuestos: No expuestos: Expuestos: No expusstos:
Agricultor | Mo agricultor | Total Agricultor | Mo agricultor | Total 3. Odds Ratio : 2.0358
dE:‘;td Enfermos 143 251 434 dE:‘:;?uDd Enfermes| 134.66 259.34 434 4. Resultados adicionales
4 . .
s : = ez s L e 2 Prevalencia entre expuestos (Agricultor) : 91.08%
Tatal 5T = =10 Total 157 =J Z10 Prevalencia entre no expuestos (No agricultor) : 83.38%
Variable: ama de casa
Nivel de confianza % : 95% i Lies el
Frecuencias Observadas Frecuencias Esperadas 2. Significacion : Resultado no significative
Variable de riesgo Variable de riesgo Aproximacion logaritmica @ IC 95%: (0.8974, 1.0351)
Expusstos: Mo expuestos: Expuestos: | Mo expuestos: Aproximacion Chi® : IC 85%: (0.8975, 1.0348)
Ama de casa  No ama de cas2 | Total Ama de casa | Mo ama de casa Total . B
- - 3. Razdn de Prevalencias : 0.9638
Estado  Enfermos| 207 227 434 | Eotade Enfermos  211.00 2300 434
desalud ¢ = = 7 desalud ¢ = T = 4. Resultados adicionales :
anes EneE = = Prevalencia entre expuestos (Ama de casa) : 84.15%
Total 246 260 506 Total 248 260 506 Prevalencia entre no expuestos (Mo ama de casa) @ 87.31%
Variable: mujer
Nivel de confianza % : 95% 1. Limites : Limites validos
Frecuencias Observadas Frecuencias Esperadas 2. Significacién : Resultado no significativo
Variable de riesgo Variable de riesgo Aproximacion logaritmica : IC 95%: (0.8708, 1.0010)
imacion chiz:s :
Expuestos: No expuestos: Expuestos: | No expuestos: Aproximacién Chi® : IC 95%: (0.8656, 1.0070)
" 5 5
Mijer Hombre | Total Mijer Hombre |Total| |50 p 6n de Prevalencias : 0.9336
Enfermos . 292 142 434 Enfermos  298.48 135.52 434
Estado Estado 4. Resultados adicionales :
desalud  cune: 56 16 72 desalid  gip: 4952 2248 72 : :
Prevalencia entre expuestos (Mujer) : 83.91%
Total 348 158 506 Total 348 158 506 Prevalencia entre no expuestos (Hombre) : 89.87%
Variable: hombre
Nivel de confianza % : 95% 1. Limites : Limites vdlidos
Frecuencias Observadas Frecuencias Esperadas X slgnlﬂcéclén ," Kol Resultadono‘significativo
Aproximacion logaritmica : IC 95%: (0.9990, 1.1484)
Estado de salud Estado de salud
Aproximacién Chi? : IC 95%: (0.9930, 1.1553)
Enfermos  Sanos  Total Enfermos  Sanos  Total
Variable Expuestos: Hombre 142 16 158 Variable Expuestos: Hombre 13552 2248 | 158 3. Razén de Prevalencias : 1.0711
deriesgo o expuestos: Mujer 292 56 348 deriesgo no expuestos: Mujer 298.43 49.52 348 - Resultados adicionales :
i . )
Total| 434 7 506 Total| 434 = 506 Prevalencfa entre expuestos (Hombre) : 89.87%
Prevalencia entre no expuestos (Mujer) : 83.91%

Variable: Tiempo de permanencia menor de 1 afio



Nivel de confianza % : 95% 1. Limites :

Frecuencias Observadas Frecuencias Esperadas 2. Significacion :
Estado de salud Estado de salud Aproximacién logaritmica : IC 95%:
[ 2. 0%
Enfermos  Sanos  Total Enfermos  Sanos  Total apieXimasSnlchigIcopes
Variable  Expuestos: 1afioomenos 40 7 47 Variable  Expuestos: 1afio o menos | 40.31 669 47 o DR G2 PEral s &
deriesqo g expuestos: Misde1afo 394 | 65 | 459 UTIESUO. Ry expuestos: Misde1afio| 30369 | 6531 459 4 Resultados adicionales :
Prevalencia entre expuestos (1 afio 0 menos) :
Total 434 72 506 Total 434 72 506

Prevalencia entre no expuestos (Mds de 1 afio) :

Variable: Tiempo de permanencia entre 1y 5 afios

Nivel de confianza % : 95%

Frecuencias Observadas Frecuencias Esperadas
Estado de salud Estado de salud
Enfermos Sanos Total Enfermos  Sanos Total
Varizble Expuestos: Entre Ly Saios 58 ¥ T ariable Expuestos: Entre 1y Safos 6175 | 1035 72
de riesgo 1 expuestos: Menos de LomasdeS 376 58 434 deriesqo g expuestos: Menos de Lomasde 5 37225 6175 434
Total 434 72 506 Tt 434 72 506
1. Limites : Limites validos
2. Significacion : Resultado no significativo
Aproximacién logaritmica : 1C 95%: (0.8252, 1.0477)
Aproximacién Chi2 : IC 95%: (0.8377, 1.0321)
3. Razén de Prevalencias : 0.9298

4. Resultados adicionales :
Prevalencia entre expuestos (Entre 1 y 5 afios) : 80.56%
Prevalencia entre no expuestos (Menos de 1 o mas de 5) : 86.64%

Variable: Tiempo de permanencia entre 5y 10 afios

Nivel de confianza % : 95% L s
Frecuencias Observadas Frecuencias Esperadas 2. Significacion :
Estado de salud Estado de salud Aproximacion logaritmica : IC 95%:
Aproximacién Chi? : IC 95%:
Enfermos  Sanos  Total Enfermos  Sanos  Total
. . 3. Razdn de Prevalencias :
Variable Expuestos: Entre 5y 10afios. 55 9 64 yariable Expuestos: Entre 5y 10afios 5489 = 911 | 64

4. Resultados adicionales :

deriesgo ig eypuestos: Menos de Somisde 10 379 6§ agp  9eriesgo o ey estos: Menos de Somisde1d 37911 | 6289 | 442 ! .
Prevalencia entre expuestos (Entre 5y 10 afios) :

Total 434 . 506 Total 434 72 506 Prevalencia entre no expuestos (Menos de 5 o mas de 10) :

Variable: Tiempo de permanencia mas de 10 afios

Nivel de confianza % : 95% 1. Limites :
Frecuencias Observadas Frecuencias Esperadas 2 S“""'“‘é““", : o
Aproximacién logaritmica : IC 95%:
Estado de salud Estado de salud L =
Aproximacién Chi“ : IC 95%:
Enfermos  Sanos  Total Enfermos Sanos  Total
. . 3 . 3. Razon de Prevalencias :
Variable Expuestos: Mas 10 afios 277 42 319 variable Expuestos: Mas 10 afios. 273.61 = 45.3% 319 tad i .
deriesgo o wpuestos Menos de 10fos. 157 20 167 42Mi€S00 o mpestos Mencs de 10s 160,38 | 2661 1g7 + Resultados adicionales = i .
Prevalencia entre expuestos (M3s 10 afios) :
Total 434 77 506 Total 434 72 506

Variable: Edad de 18 a 26 afios (JOvenes)

Nivel de confianza % : 95%

Frecuencias Observadas Frecuencias Esperadas 1. Limites =
Estado de salud Estado de salud 2. significacién :
Enfermos Sanos  Total Enfermos Sancs  Total Aproximacion logaritmica : IC 95%:

Aproximacion Chi2 : IC 95%:
Variable |EXpuestos: Jovenes 18 26 afos 56 11 67 | yariable Expuestos: Jovenes 18a26afics 5747 | 953 | 67

i i 3. Razén de Prevalencias :
NSO o epuestosNojovenes T8 61 439 (9ETSOO o eouestos Nojovenes 3653 6247 | 439 4. Resultados adicionales :

Total 43¢ 7 506 Total 434 72 506 Prevalencia entre expuestos (Jdvenes 18 a 26 afios) :

Prevalencia entre no expuestos (No jévenes) :

Prevalencia entre no expuestos (Menos de 10 afios) :

Limites validos

Resultado no significativo
(0.8748, 1.1237)
(0.8769, 1.1210)

0.9915

85.11%
85.84%

Limites validos

Resultado no significativo
(0.9013, 1.1145)
(0.9007, 1.1152)

1.0022

85.94%
85.75%

Limites validos

Resultado no significativo
(0.9587, 1.1158)
(0.9606, 1.1136)

1.0343

86.83%
83.96%

Limites vélidos

Resultado no significativo
(0.4652, 1.5333)
(0.4626, 1.5419)

0.8446

12.90%
15.28%



Variable: Edad de 27 a 59 afios (adultos)

Nivel de confianza % :

Frecuencias Observadas
Vvariable de riesgo

Expuestos: Mo expuestos:

Adultos - Total

Estade Enfermos 239 195 434
desalud 55005 44 28 72
Total 283 223 506

Variable:

Nivel de confianza % :

Frecuencias Observadas
Variable de riesgo

Expuestos: Mo expuestos:
Mayores 60 afios Otro Total
Estado Enfermos 136 298 434
desalud  5znp 7 55 72
Total 153 353 506

95%

Frecuencias Esperadas
variable de riesgo

Expuestos: No expuestos:
Adultos Total

Estado Enfermes 24273 19127 434
desalud  sanos 4027 3173 72
Total 283 223 506

95%

Frecuencias Esperadas

Variable de riesgo
Expuestos:  No expuestos:
Mayores 50 afios Otro Total
Estado EMfermos 13123 30277 | 434
desalud  5zng 2177 0B 72
Total 153 353 506

1. Limites :

2. Significacién :

Limites validos

Resultado no significativo

Aproximacién logaritmica : IC 95%: (0.9000, 1.0364)
Aproximacién Chi2 : IC 95%: (0.8992, 1.0373)
3. Razon de Prevalencias : 0.9658
4. Resultados adicionales :
Prevalencia entre expuestos (Adultos) 84.45%
Prevalencia entre no expuestos (otro) : 87.44%

Mayores de 60 afios (persona mayor)

1. Limites :

2. Significacién =
Aproximacion logaritmica : IC 95%:
Aproximacion Chi? : IC 95%:

3. Razén de Prevalencias :

4. Resultados adicionales :

Prevalencia entre expuestos (Mayores 60 afios) :

Prevalencia entre no expuestos (Otro) :

Variable: Material Paredes (Bahareque + Esterilla)

Limites validos

Resultado no significativo
(0.9800, 1.1313)
(0.9753, 1.1367)

1.0529

88.89%
84.42%

Nivel de confianza % : 95% 1. Limites : Limites vilidos
. X 2. Significacién : Resultade no significativo
Frecuencias Observadas Frecuencias Esperadas Aproximacién logaritmica : IC 95%: (0.9003, 1.0618)
Estado de salud Estado de salud Aproximacién ChiZ : IC 95%: (0.9106, 1.0603})
Enfermos Sanos  Total Enfermos  Sanos  Total 3. Razén de Prevalencias : 0.0826
';,::::;ﬂeo Expuestos: Bahareque+esterila 139 25 164 ';2 "E;ﬂeo Expuestos: Bahareque+esterila 140.66 2334 164 P ——————
g o expuestos: Ctro. 255 7 34 g No expuestos: Ctro. 293.34 4866 342 TR el s (el e
Total 434 72 506 Total 434 72 506 Prevalencia entre no expuestos (Otro) : 86.26%
Variable: Material Paredes (Bahareque)
Nivel de confianza % : 95% 1. Limites : Limites validos
Frecuencias Observadas Frecuencias Esperadas ek S'gn'ma.c'o"_f o FEliRt Mo dgriEiie
Aproximacién logaritmica : IC 95%: (0.6425, 2.0676)
Estado de salud Estado de salud X 5
Aproximacién Chi< : IC 95%: (0.6423, 2.0681)
Enfermos  Sanos  Total Enfermos  Sanos  Total
3. 0dds Ratio 1.1526
Variable EXpuestos: Paredes Bareque 114 17 131 ygpighle Expuestos: Paredes Bareque 112,36 1854 131
de riesgo ‘ de riesgo ! 4. Resultados adicionales :
No expuestos: otro matenal 320 55 35 No expuestos: otro matenal 321,64 = 53.36 375 Prevalencia entre expuestos (Baharaque) : 57.02%
Total 434 72 506 Total 434 72 506 Prevalencia entre no expuestos (Otro) : 85.33%
Variable: Material Paredes (Esterilla)
Nivel de confianza % : 95% 1. Limites : Limites no validos
Frecuencias Observadas Frecuencias Esperadas DR Eea iy rElliEED O sl
Aproximacion logaritmica : IC 95%: (0.7200, 1.0661)
Estado de salud Estado de salud

Aproximacién Chi2 : IC 95%: (0.7523, 1.0203)

Enfermos  Sancs  Total Enfermos  Sanos  Total
3. Razén de Prevalencias : 0.8761
Variable Expuestos: Estenila 25 8 33 Variable Expuestos: Esterila 2830 470 33 4. Resultad a \
= = . . Resultados adicionales :
de riesgo g eypestos: otro material 409 84 473 9eriESO0 woepuectos: iromaterial 40570 6730 473 . .
Prevalencia entre expuestos (Esterilla) : 75.76%
Total 434 7 506 Total 434 71 506 Prevalencia entre no expuestos (otro material) : 86.47%

Variable: Material Paredes (Cemento)



Nivel de confianza % : 95%

Frecuencias Observadas Frecuencias Esperadas

1. Limites : Limites no vdlidos

Resultado no significativo
(0.9045, 1.2223)

2. significacién :

Aproximacién logaritmica : IC 95%:

Estado de salud Estado de salud
Aproximacién Chi2 : IC 95%: (0.8799, 1.2565)
Enfermos  Sanos  Total Enfermos  Sanos  Total
. ) 3. Razén de Prevalencias : 1.0514
Vatiable Expuestos: Cemento 18 2 20 Variable Expuestos: Cemento 17,15 2.85 20 o
de 1iesgo o expuestos: otro material 416 70 486 9ET€SEO o expestos: otro material 41685 6915 486 <= HzaliEnlos Cile T e ¢
Prevalencia entre expuestos (Cemento) : 90.00%
Total| 434 w =19 Total| 434 w ol Prevalencia entre no expuestos (otro material) : 85.60%
Nivel de confianza % : 95% 1. Limites : Limites validos
Frecuencias Observadas Frecuencias Esperadas 2. significacion : Resultado no significativo
Estado de salud Estado de salud Aproximacion logaritmica : IC 95%: (0.9359, 1.0860)
Enfermos Sanos  Total Enfermos. Sanos Total Aproximacion Chi% : 1C 95%: (0.9363, 1.0856)
—— Bxpuestos: Ladrlle. 277 | 45 322 | variable Euestos: Ladilo| 276,18 | 4582 | 332 - Razén de Prevalencias : 1.0082
de riesge g expyestos: otro material 157 27 184 9eriesg0 g cvpuestos: otro material 157.82 2618 184 - Resultados adicionales :
| = | @ | = | @ Prevalencia entre expuestos (Ladrillo) : 86.02%
o o Prevalencia entre no expuestos (otro material) : 85.33%

Variable: Material Paredes (Ladrillo + cemento)

Nivel de confianza % : 95%

Frecuencias Observadas Frecuencias Esperadas

Estado de salud Estado de salud
Enfermos Sanos  Total Enfermos  Sanos  Total
Variable | Expuestos: Ladrilo +cemento 235 47 M2 yariable Expusstos: Ladrilo + cemento 293.34 4866 342
deriesgo o eypestos: Otro material 139 %5 164 GEMieSE0 wo expuestos: Otromaterial 14066 2334 | 164
Total 434 72 506 Total 434 2 506
Variable: Material Piso (Tierra)
Nivel de confianza % : 95%
Frecuencias Observadas Frecuencias Esperadas
Estado de salud Estado de salud
Enfermos Sanos  Total Enfermos  Sanos  Total
Variable Expuestos: Tierrs. 65 17 82 Variable Expuestos: Tera 70,33 1167 82
deriesgo 1 expuestos: otro material 369 55 4y deriesgo Mo expuestos: otro material 36367 60,33 424
Total 434 72 506 Total 434 72 506
Variable: Material Piso (Madera)
Nivel de confianza % : 95%
Frecuencias Observadas Frecuencias Esperadas
Estado de salud Estado de salud
Enfermos Sanos  Total Enfermos Sanos  Total
Variable EXpuestos: Piso Madera 10 0 10 yarigble Expuestos: PisoMadera 858 142 10
deriesgo o expuestos: Otro. 424 72 496 (9ETIeSE0 o eniestos: Otro 42542 | 70.58 496
Total 434 72 506 Total 434 72 506

Variable: Material Piso (Cemento)

1. Limites : Limites validos

Resultado no significativo
(0.9418, 1.0997)
(0.9431, 1.0982)

2. Significacion :
Aproximacién logaritmica : IC 95%:
Aproximacién Chi2 : IC 95%:

3. Razén de Prevalencias : 1.0177
4. Resultados adicionales :
Pravalencia entre expuestos (Ladrillo + cemento) : 86.26%
Prevalencia entre no expuestos (Otro material) : 84.76%

1. Limites : Limites vélidos

Resultado no significativo
(0.8106, 1.0235)
(0.8246, 1.0061)

2. significacién :
Aproximacion logaritmica : IC 95%:

Aproximacion Chi2 : IC 95%:

3. Razon de Prevalencias : 0.9108
4. Resultados adicionales :
Prevalencia entre expuestos (Tierra) : 79.27%
Prevalencia entre no expuestos (otro material) : 87.03%

1. Limites : Limites no validos

Resultado significativo
(1.1281, 1.2130)
(0.9234, 1.4820)

2. Significacién :
Aproximacion logaritmica : IC 95%:

Aproximacién Chi2 : IC 95%:

3. Razo6n de Prevalencias : 1.1698
4. Resultados adicionales :
Prevalencia entre expuestos (Piso Madera) : 100.00%
Prevalencia entre no expuestos (Otro) : 85.48%



Nivel de confianza % : 95% 1. Limites :

2. Sig
Aproximacion logaritmica : 1C 95%:

icacion :

Frecuencias Observadas Frecuencias Esperadas

Limites validos

Resultado no significativo
(0.9336, 1.0825)

Estado de salud Estado de salud
Enfermos  Sanos  Total Enfermos Sanos  Total Aproximacion Chi2 : IC 95%: (0.9339, 1.0822)
Variable Expuestos: Piso cemento 275 45 320 yarjable Expuestos:Pisocemento 27447 4553 320 3. Razon de Prevalencias : L5
deriesgo g eypuestos: Otro. 159 27 186 deriesgo yoevpestos: oo 15353 2647 186 3- Resultados adicionales :
Total| 438 2 506 Total 434 7 06 Prevalencia entre expuestos (Piso cemento) : 85.94%
o o
Prevalencia entre no expuestos (Otro) : 85.48%
Variable: Material Piso (Ceramica)
Nivel de confianza % : 95% o o -
1. Limites : Limites vdlidos
Frecuencias Observadas Frecuencias Esperadas 2. Significacién : Resultado no significativo
Estado de salud Estado de salud Aproximacion logaritmica : IC 95%: (0.9703, 1.1404)
Enfermos Sanos  Total Enfermos  Sanos  Total Aproximacion Chi : 1C 95%: (0.9615, 1.1509)
Variable Expuestos: Piso ceramica 84 10 94 yarigble Exouestos:Fisoceramica 6062 1338 94 3. Razén de Prevalencias : LT
de riesgo Noexpusstos: Otra 350 62 412 Geriesd0  noepiecoc oo 3338 5852 412 4- Resultados adicionales :
| | Prevalencia entre expuestos (Piso ceramica) : 89.36%
[lobajgpies w83 UIEY| w ES Prevalencia entre no expuestos (Otro) : 84.95%
Variable: Presencia de fiebre ultimo afio
Nivel de confianza % : 95% 1. Limites : Limites validos
Frecuencias Observadas Frecuencias Esperadas = 5'9"'f'céc'°". ; o et mo ST
Estado de salud Estado de salud Aproximacién logaritmica : IC 95%: (0.9183, 1.0706)
ado de salu ado de salu
Aproximacién Chi2 : IC 95%: (0.9188, 1.0700)
Enfermos  Sanos  Total Enfermos  Sanos  Total
. . 3. Razén de Prevalencias : 0.9915
Variable Expuestos: Fiebre 51 139 P2 163 Variable Expuestos: Fiebre I 13881 2315 163
deriesgo o ppuestos: Febre N0 295 48 343 EMIESO0 Noepuestos: Febre N0 29413 451 343 4 Resultados adiclonales :
sl @ = |em do = g Prevalencia entre expuestos (Fiebre SI) : 85.28%
o o Prevalencia entre no expuestos (Fiebre NO) : 86.01%
Nivel de confianza % : 95% 1. Limites : Limites vilidos
Frecuencias Observadas Frecuencias Esperadas 2 Sig"iﬁmdﬁﬂ : B ReElD oo digiiEile
e A Aproximacién logaritmica : IC 95%: (0.9680, 1.3149)
o . Lo o . - Aproximacién Chi2 : IC 95%: (0.9979, 1.2755)
nfermos Sanos  Total nfermos  Sanos  Total
3. Razoén de Prevalencia: 1.1282
Varigble ~ EXpuestos: Animales en predio ST 354 60 454 \arable  Evpuestos: AnimalesenpredioSI 389.40  64.80 | 454
de riesgo expuestos: NO Animales en predio 40 12 5 deriesgo expustos: NO Animales en predio 4460 740 52 4. Resultados adicionales :
Prevalencia entre expuestos (Animales en predio SI) : 86.78%
Total 438 | T2 | 506 Total| 434 | 72 | 506 Prevalencia entre no expuestos (NO Animales en predio) : 76.92%

Variable: Ratas cerca de casa

Nivel de confiznza % : 95% 1. Limites : Limites vélidos
Frecuencias Observadas Frecuencias Esperadas L Sl 2 =R
e — e Aproximacién logaritmica : IC 95%: (0.8725, 1.0021)
Aproximacién Chi? : IC 95%: (0.8689, 1.0063)
Enfermos Sancs  Total Enfermos Sancs  Total
Varisble | Expuestos:Slratasceraalacasa 272 | 53 325 | | yarigble  Epuestos: Siraas cercaalocasa| 27875 | 46.25 | 325 O- Razém de Prevalencias : 0-9351
de riesgo o expuestos: NO ratas cercaala casa. 162 19 181  9eFieSQ0 1o ey ectos: NO ratas cercaalacasa 155.25 2575 181 4- Resultados adicionales :
& [ m | i o [ m o Prevalencia entre expuestos (SI ratas cerca a la casa) : 83.69%
Prevalencia entre no expuestos (NO ratas cerca a la casa) : 89.50%
Nivel de confianza % : 95% 1. Limites : Limites validos
Frecuendias Observadas Frecuencias Esperadas 2. significacién : Resultado no significative
Estado de salud Aproximacion logaritmica : IC 95%: (0.8826, 1.0484)
Total Aproximacién Chi? : IC 95%: (0.8865, 1.0438)
132 3-Razén de Prevalencias : 0.9619
371 4- Resultados adicionales :
% Prevalencia entre expuestos (SI chucha cerca a la casa) : 83.33%
prevalencia entre no expuestos (NO chucha cerca a la casa) : 86.63%

Variable: Garrapatas en los animales al momento de la visita



Nivel de confianza % : 95% 1. Limites :
. o 2. Significacién :
Frecuencias Observadas Frecuencias Esperadas 9 o o
Aproximacién logaritmica : IC 95%:
Estado de salud Estado de salud . . 5
Aproximacién Chi< : IC 95%:
Enfermos Sanes  Total Enfermos  Sanos  Total

3. Razo6n de Prevalencias :
Variable E¥puestos: Gamapatas en animales 223 T 20 yapighle Expuestos: Garrapatas en animales 22300 3700 260
e de ri 4. Resultados adicionales :
A= No expuestos: Otro. 211 35 | 246 | [d€ mest0 No expuestos: Otro. 21100~ 3500 | 246

Total 434 72 506 Total 434 72 506 Prevalencia entre no expuestos (Otro) :

Variable: Garrapatas en predio al momento de la visita

Nivel de confianza % : 95% 1. Limites :

2. Significacion :

Frecuencias Observadas Frecuencias Esperadas Aproximacion logaritmica ¢ 1C 95%:
saiiehd otk e Aproximacién Chi? : IC 95%:
Enfermos Sanos  Total Enfermos Sanos  Total

3. Razén de Prevalencias :

Variable Expuestos: Garapatas en predio 55 8 63 Variable Expuestos: Garapatas en predio 5404 85 63
4. Resultados adicionales :

de riesgo No expuestos: Otro. 379 8 443 Geriesgo Mo expuestos: Otro 375.95  63.04 443

Total 434 72 506 Total 434 72 506 Prevalencia entre no expuestos (Otro) :

Variable: Problemas de garrapatas en algin momento en el predio

Nivel de confianza % : 95% 1. Limites :

2. significacién :

Frecuencias Observadas Frecuencias Esperadas Aproximacién logarftmica : IC 85%:
Estado de salud Estado de salud Aproximacién Chi2 : IC 95%:
Enfermos  Sanos  Total Enfermos  Sanos  Total 3. Razén de Prevalencias :
5 Expuestos: Problemas de gamapatas 64 5 69 = Expuestos: Problemas de gamapates 59.18  9.82 69
r\jlar]able E EEe ;Iarlahle z el 4. Resultados adicionales :
ST Noexpuestos: Ot 370 67 | 437 deriesqe No expuestos: Otro 374,82 = 62.18 | 437 I - (Problema
Total 434 72 506 Total 434 77 506 Prevalencia entre no expuestos (Otro) :
1. Limites : Limites validos
2. Significacién : Resultado no significativo
Aproximacién logaritmica : IC 95%: (0.8994, 5.9730)
Aproximacién Chi? : IC 95%: (0.9208, 5.8343)
3. 0dds Ratio : 2.2178
4. Resultados adicionales :
Prevalencia entre expuestos (Problemas de garrapatas ) : 92.75%
Prevalencia entre no expuestos (Otro) : 84.67%

Variable: Picadura previa de garrapata

1. Limites :

2. Significacién
Aproximacion logaritmica : IC 95%:

Nivel de confianza % : 95%

Limites validos

Resultado no significativo

Prevalencia entre expuestos (Garrapatas en animales) :

(0.9314, 1.0733)
(0.9314, 1.0736)

1.0000

85.77%
83.77%

Limites validos

Resultada no significativo

Prevalencia entre expuestos (Garrapatas en predio) :

de garrapatas ) :

Frecuencias Observadas Frecuencias Esperadas " . (6n Chi? = TC 955%
Estado de salud Estado de salud Ao e °
Enfermos  Sanos  Total Enfermos  Sanos  Total 3. Razoén de Prevalencias :
Variable Expusctos: Mordeurs garrspata 131 17 128 yapiable Expusstos: Mordeura garapata 109.78  18.21 128 4. Resultados adicionales :
de riesgo No expuestos: Otro. 323 55 378 deriesgo No expuestos: Otro. 324.21 5375 | 378 Prevalencia entre expuestos (Mordeura garrapata) :
Total| 434 ZZE=Es) Total 434 ZZIREE0S Prevalencia entre no expuestos (Otro) :

Variable: Presencia de perros en la vivienda

(0.9218, 1.1296)
(0.9171, 1.1354)

1.0204

87.30%
85.55%

Limites validos

Resultado significativo
(1.0142, 1.1833)
(0.9911, 1.2100)

1.0955

92.75%
84.67%

Limites validos

Resultado no significativo
(0.9373, 1.0089)
(0.9355, 1.1009)

1.0149

86.72%
85.45%



Nivel de confianza %

Frecuencias Observadas

Estado de salud

Enfermos | Sanos
Variable Expuestos: Perros en predio 334 55
de riesgo Mo expuestos: otro. 100 17
Total 434 n

:95%

Frecuencias Esperadas
Estado de salud

Total Enfermos  Sanos
389 | yvariable Expuestos: Perosenpredio 33365 55.35
117 | deriesgo No expuestos: otro| 10035 | 1665
506 Total 434 y

Total
389
17

Variable: Presencia de caballos en la vivienda

Nivel de confianza % : 95%

Frecuencias Observadas

Estado de salud

Enfermos  Sanos
Variable Expuestos: Caballos en predio 6% 10
de riesgo No expuestos: Otro. 365 62
Total 434 n

Frecuencias Esperadas

Estado de salud

Total Enfermos  Sanos  Total
79 Variable EXpuestos: Caballosenpredio 67.76 = 11.24 79
477  deriesgo No expuestos: Otro 366.24 ~ 60.76 427
506 Total 434 72 506

Variable: Presencia de vacas en la vivienda

Nivel de confianza % : 95%

Frecuencias Observadas
Estado de salud
Enfermos Sanos
Variable Expuestos: Vacas en predio 49 4
de riesgo No expuestos: Otro. 385 68
Total 434 Iy

Frecuencias Esperadas

Estado de salud

Agrupacion Piso tierra + madera

Frecuencias Observadas
Estado de salud

Enfermos Sanos
Variable Expusstos: Piso tiera+madera 75 17
de riesgo No expuestos: Otro 359 55
Total 434 72

Agrupacion piso ceramica + cemento

Total Enfermos  Sanes  Total
- 3. Razén de Prevalencias :
53 Variable Expuestos: Vacas en predio| 4546 @ 7.54 @ 53
5 4. Resultados adicionales :
453 deriesgo Mo expuestos: Otro 388.54  64.46 453 X ‘
Prevalencia entre expuestos (Vacas en predio) :
506 Total 434 77 506 Prevalencia entre no expuestos (Otro) :
1. Limites :
Nivel de confianza % : 95% 2. Significacion :
Frecuencias Esperadas Aproximacién logaritmica : IC 95%:
Estado de salud Aproximacién Chi? : IC 95%:
] Efis | B | T 3. Razén de Prevalencias :
92 yariable Expuestos: Piso tiematmadera 7891 | 13.09 | 92 o
414  deriesgo No expuestos: Otro 355.09 5851 414 4. Resultados ?d'c'°"ale5 8 o
e o=l o = llem Prevalencia entre expuestos (Piso tierra+madera) :
Prevalencia entre no expuestos (Otro)
1. Limites :
Frecuencias Esperadas 2. significacién :

Estado de salud

1. Limites :

2. Significacién :
Aproximacion logaritmica : IC 95%:
Aproximacién Chi2 : IC 95%:

3. Razén de Prevalencias :

4. Resultados adicionales :

Prevalencia entre expuestos (Perros en predio) :
Prevalencia entre no expuestos (otro) :

1. Limites :

2. Significacién :
Aproximacion logaritmica :
Aproximacién Chi? : IC 95%:

IC 95%:

3. Razén de Prevalencias :

4. Resultados adicionales :
Prevalencia entre expuestos (Caballos en predio) :
Prevalencia entre no expuestos (Otro) :

1. Limites :

2. Significacién :
Aproximacién logarftmica :
Aproximacién Chi2 : IC 85%:

IC 95%:

Aproximacién logaritmica : IC 95%

Aproximacién Chi2 : IC 95%:

3. Razén de Prevalencias :

4. Resultados adicionales :
Prevalencia entre expuestos (Piso cemento+ceramica) :

Prevalencia entre ne expuestos (Otro) :

Limites validos

Resultado no significativo
(0.0228, 1.0036)
(0.9223, 1.0030)

1.0046

85.86%
85.47%

Limites validos

Resultado no significativo
(0.9314, 1.1200)
(0.9272, 1.1260)

1.0218

87.34%
85.48%

Limites validos

Resultado no significativo
(0.9981, 1.1856)
(0.9723, 1.2170)

1.0878

92.45%
84.99%

Limites validos

Resultado no significativo

(0.8470, 1.0435)
(0.8558, 1.0327)

0.9401

81.52%
86.71%

Limites vdlidos

Resultado ne significative
(0.9583, 1.1807)
(0.9683, 1.1685)

1.0637

86.71%
81.52%



Agrupacion presencia de ratas y chuchas en el predio

Nivel de confianza % : 95%

Frecuencias Observadas
Estado de salud
Enfermos  Sanos  Total
Variable Expuestos: Ratasy chuchas 91 17 108
de riesgo No expuestos: otro. 343 55 398

434 72 506

de riesgo

Total

Frecuencias Esperadas

Variable Expuestos: Ratas y chuchas 52,63

1. Limites :

2. Significacién :

Estado de salud Aproximacién logaritmica : IC 95%:

Aproximacién Chi? : IC 95%:

Enfermos Sanos  Total
1537 108 2. Razén de Prevalencias :
Noexpuestost otro| 341.37 | 5663 398 - Resultados adicionales :

Prevalencia entre expuestos (Ratas y chuchas) :

Tatal .
Prevalencia entre no expuestes (otre) :

34 72 506

Limites vélidos

Resultado ne significativo
(0.8931, 1.0703)
(0.8960, 1.0669)

0.9777

84.20%
86.18%

Agrupacion personas que mencionaron tener garrapatas al momento de la visita y

previamente

Nivel de confianza % :

Frecuencias Observadas
Estado de salud

Enfermos  Sanos  Total
Variable Expuestos: Garrapatas en predio 30 3 33
de riesgo o cxpuestos: Nunca garrepates en predi 404 53 473
Total 434 72 506
1. Limites :
2. Significacién :
Aproximacion logaritmica : IC 95%:

Aproximacion Chi2 : IC 95%:

w

Razén de Prevalencias :

-

. Resultados adicionales :
Prevalencia entre expuestos (Garrapatas en predio ) :

Prevalencia entre no expuestos (Nunca garrapatas en predi) :

Agrupacion perros y caballos

Nivel de confianza % : 95%

Frecuencias Observadas
Estado de salud
Enfermos Sancs  Total
Variable Expuestos: Perros y caballos 62 3 70
de riesgo No expuestos: otro. 372 64 436
Total 434 2 506

de riesgo

Frecuencias Esperadas

Variable Expusstos: Perros y caballos  60.04

No expuestos: otro. 373.96

95%
Frecuencias Esperadas
Estado de salud
Enfermos  Sanos  Total
Variable Expuestos: Garrapatas en predio. 28.30 470 33
de riesgo g cxpuestos: Nunca garrepatas en predi 40570 67.30 473
Total 434 72 506
Limites no vilidos
Resultado no significativo
(0.9495, 1.1930)
(0.9253, 1.2243)
1.0644
90.91%
85.41%
1. Limites :

2. significacion :
Aproximacién logaritmica :
Aproximacién Chi? : IC 95%:

Estado de salud

Enfermos Sanos  Total
99 70
6204 436
Total 434 72 506

IC 95%:

3. Razon de Prevalencias :

4. Resultados adicionales :

Prevalencia entre no expuestos (otro) :

Comparacion valores test exacto de Fisher y Prueba de Chi2

Prevalencia entre expuestos (Perros y caballos) :

Limites validos

Resultado no significativo
(0.9462, 1.1390)
(0.9379, 1.1490)

1.0381

88.57%
85.32%

VARIABLE

Test exacto de fisher

Prueba de Chi?

Agricultor

Ama de casa

Odds IC 95%
ratio
2,036

Valor P
0,0271 1,112 -
3,688
0,4661 —
2,257

0,3123 0,7716

Odds IC 95%
ratio
2,0358 1,1084 -
3,7392
0,4680 -

1,2722

0,7716



Mujer

Hombre

Tiempo de permanencia menor de

1 afio

Tiempo de permanenciaentre 1y

5 afos

Tiempo de permanencia entre 5y

10 afios

Tiempo de permanencia mas de 10

afios
Edad de 18 a 26 afios (Jovenes)

Edad de 27 a 59 afios (adultos)
Mayores de 60 afios (persona
mayor)

Material Paredes (Bahareque —
Esterilla)

Material Paredes (Bahareque)
Material Paredes (Esterilla)
Material Paredes (Cemento)
Material Paredes (Ladrillo)
Variable: Material Paredes
(Ladrillo+cemento)

Material Piso (Tierra)

Material Piso (Madera)
Material Piso (Cemento)
Material Piso (Ceramica)
Presencia de fiebre ultimo afio
Animales en predio

Ratas cerca de casa

Chuchas cerca de casa

Garrapatas en los animales al
momento de la visita

Garrapatas en predio al momento

de la visita

0,0987
0,0987
0,8285
0,2007
>0,9999
0,4291
0,5748
0,3712
0,2135
0,6840
0,7715
0,1165
0,7532
0,8949
0,6840
0,0828
0,3707
0,8956
0,3274
0,8918
0,0607
0,0844
0,3848
>0,9999

0,8479

0,5875
1,0702
0,9427
0,6391
1,016
1,260
0,8215
0,7800
1,477
0,8858
1,153
0,4890
1,514
1,059
1,129
0,5699
Infinito
1,038
1,488
0,9424
1,970
0,6019
0,7716
0,9997

1,161

0,3295 —
1,037
0,9639 —
3,035
0,4144 —
2,294
0,3400 —
1,199
4,4868 —
2,156
0,7717 —
2,066
0,4038 —
1,660
0,4722 —
1,278
0,8182 —
2,612
0,5293 —
1,529
0,6562 —
2,033
0,2207 —
1,065
0,3735 —
6,719
0,6313 -
1,748
0,6541 —
1,889
0,3101 -
1,027
0,4953 —
infinito
0,6119 —
1,713
0,7357 —
3,030
0,5600 —
1,575
1,009 —
3,898
0,3472 —
1,051
0,468 —
1,346
0,6091 —
1,632
0,5316 —
2,459

0,5875
1,7021
0,9427
0,6391
1,0158
1,2602
0,8215
0,7800
1,4765
0,8858
1,1526
0,4890
1,5144
1,0586
1,1289
0,5699
17,1707*
1,0377
1,4880
0,9424
1,9760
0,6019
0,7716
0,9997

1,1609

0,3269 —
1,0559
0,9471 -
3,0588
0,4047 —
2,1958
0,3362 -
1,2147
0,4778 —
2,1597
0,7586 —
2,0936
0,4078 —
1,6552
0,4684 —
1,2986
0,8280 —
2,6329
0,5236 —
1,4985
0,6423 —
2,0681
0,2145 -
1,1149
0,3468 —
6,6129
0,6318 —
1,7738
0,6673 —
1,9097
0,3130 —
1,0375
0,2358 —
1250,1767
0,6194 —
1,7386
0,7345 —
3,0145
0,5545 —
1,6016
0,9882 —
3,9274
0,3454 —
1,0489
0,4471 —
1,3315
0,6067 —
1,6475
0,5281 —
2,5521



Problemas de garrapatas en alglun
momento en el predio
Picadura previa de garrapatas

Presencia de perros en la vivienda

Presencia de caballos en la
vivienda
Presencia de vacas en la vivienda

Agrupacion piso tierra + madera

Agrupacién piso cemento y
ceramica

Agrupacién presencia de ratas y
chuchas o zariglieyas en el predio
Agrupacién haber tenido
problemas de garrapatas en
predio, al momento de la visita o
previamente

Agrupacién presencia de perrosy
caballos en predio

0,0936
0,7718
0,8812
0,7295
0,2097
0,1913
0,1913
0,6417

0,6044

0,5816

2,318 0,9224 —

5,519
1,112 0,6320 —
1,960
1,032 0,5864 —
1,828
1,172 0,5699 —
2,382
2,164 0,7983 —
5,764
0,6759 0,3732 —
1,205
1,480 0,8301 -
2,679
0,8583 0,4817 —
1,511
1,708 0,5441 -
5,453

1,333 0,6183 —
2,818

2,3178
1,1118
1,0324
1,1721
2,1636
0,6759
1,4795
0,8583

1,7079

1,3333

0,9208 —
5,8343
0,6191 -
1,9966
0,5731 -
1,8597
0,5729 -
2,3980
0,7733 -
6,0538
0,3725 -
1,2265
0,8153 —
2,6848
0,4753 -
1,5502
0,5135 -
5,6802

0,6105 —
2,9119
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pathogen Rickettsia rickettsii

Heidy-C Martinez-Diaz *, Elkin Forero-Becerra ", Marylin Hidalgo *, Marcelo B. Labruna“’

w&mm—w&mmw»m—.mnqau-
Batamcia p TB4/2017, Lad de Pacamslogic Iopensal, Fonudsd de Comcan, Jonnfios Ustrersdad Sowriang, Boposs, D.

€, Coloesbia

. de Madicka 3 Seiide Aremal, ddode de Meodicina pe

mtmnmmymm

dode de 520 Penlo-LSP, Ax Prof. Orlando

ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords

Vector competence

Experimental irdecton
Rickettta ricketa

Amhlyceram pastact

Amblyonme parbuod Geks infectad with Rickemtis rickemi are present in Colombia, but ity vertor cospetesce is
unksown Hence, we eviduated the verdor competence of A patinol with R rickemil under boratoey conditions,
Experissental guines pigs and rabbits (males ued females) were separated in the infected group (10) and the
enatral geoup (OG) s the 10, the filial | (F1) larvae (R Ackensi free) fom Colosbian A. patins engoeged fanade
specisess were exposed © R rickensd (TTU strain) by fondisg on infected guines pigs. Next, Fl oyssphs sod
adudis, and P2 larvae were sllowed 1o feed co uninfected guines pigs or rabbits and tested by qPCR targeting the
SEA sickettdal gese. ANl snimals used (o foed the 16 Pl ticks became febrile and had R rickentd] infertion (599
latadity rate) & d through srclogical or molecel huiques. Alter the Pl Larvae ticks becasse R richetnd
infected, subsexjuest 10 Gk stages were able o maintein the dekettsial infection by dial tmai w
ol isfested meissals, ndcating A patined vector compeience. Solaequestly, altnost 31% of the Fl female exy
muces and culy 42% of their F2 larvee were infociod. les thas S0% of the infected females trasspbned
ummum-mdmmmmmmmummm
u@luhdﬂcb—nﬂ richensi i gon for tiek @

withont b ssicn vie tid 'un.m it -ghn-dl-lmvl.rkb:ﬂldﬂa
rates of A patined usder natural cooditioss,

1. Introduction

The bactertum Rick k is the agent of Rocky
Mountain spotted fever, a lifethreatening ilness also known as Brazil-
ian spotted fever in Brazil (Labeuna, 2004) or Tobla spotted fever in
Colombia (Patino et al, 1937). This pathogen is restricted to the
Americas, where it has been reported in Argentina, Brazil, Camada,
Colombia, Costa Rica, the United States, Mexico, and Panama (Dumler
and Walker, 2005; Labruna et al, 2011). In many of these countries, the
detection of rickettsial agents was carried out during the first half of the

infections have re-emerged as a public health problem in the last decade
of the 20th century and the beginning of the 21st century (Dumler and
Walker, 2005).

hmmmmhmbeencmedwtmmwun
Gesstand tick-borne di i kettsi since the 1930s
(Patino et al., 193 ’).ln:hemﬁeenmry several outheeaks of human
rickenisiosis by R rickerrail occurved in different regions of the country:
Villeta (Cundi ) In 2004; Necocl (Antioquia) in 2006; Los
Cordobas (Cordoba) In 2007; and Turbo (Antioquia) in 2008 (Accsta
et al, 2006; Hidalgo et al., 2011, 2007a; Pacheco et al., 2008).

cial

20nb century. After a long period of epidemiclogical silence, rick

Aldreviatione RH, relative hunsdry; giA, sicketrsal citrme
Sos CEL G .

hmm&rﬂ’ﬁol’*(m
* Correpondiog suthor.

Emadl address: Lbeuna@up. b LB, Labeuna).

hizpe //ded. e /10,101 673 1tbtia 2021101751

x ly, diff tick species have been involved as vectors of

gene; 10, infected group; OO, contrel groug; Fl, fiest laboraoey geseraticn; F2, sexcod
Efficiency Index; TOT, Transovarial Transmisécn Rate; FIR, Filial lofacticn Rate; dpi, days post-infetation; IFA, badisect
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Molecular detection of tick-borne rickettsial pathogens in ticks collected |
from domestic animals from Cauca, Colombia
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Moleculer iderti it i A biiie, Fhrlichds and Rikenas spp. 1o Coloimnbes, o total of loy-@y S apedo have e deieribad, and

Tickx i al theim hive baoen issplicaled b6 weatlon of asine mk apenii The dey ool Caiirsa s ane of the

”""""‘= UsizEy-Tws deg: aof Colomsbin, Mt of it populition lives 2 rurel aress ssd degendh oo sgrculiere as the
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Colomiis 4 Ene the Gk b e ekt itk lating in this region. Prom Asgust o Movesber 2017,
ﬁ:l:w:p:r:ﬂndpdir:nﬂ:p.htrdnﬂuﬂkhmqﬂmrﬂmd!m icapalitees in e &

al Caursn. Al enlleate] ricks were o i fed sy o ic leya and orgessesd in ]u.i:.l:ﬂl.k'n—
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1. Introdsetion Some of these microorgapisms are members of the Order Rick-

etisiales, which are vertor-bome becterin mainly transmitted by

Hard ticks (Acari: oodida: bodidas) are blood-feeding sctoparasites different hard tick species. This order incledes two families: Ana:
of wild and domestic veriebrates (Guglisimone et al,, 2004). They are plasmatacene and Rickeftsiaceas; both comprise different bacterial
‘widely distributed throughout the world and some species act as vechors genem that include severnl pathogesde species of humas and animal
of a wide variety of pathogenic microorganisms for humans amd imporiamce such as Anaplesma, Ehrlichds, Meorichefea, Rickegsia and

different animal species (Farola et al, 2013

20200,

* Comveiponding suller.

: Madison-Antenuesd of al., Orbentla spp. (Dumber o al,, 2007; Lu et al., 2019

Anaplasma, Ehrlichin (Anaplasmatacese family) and Rickemsia spp.
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Seroprevalence and Genotypic Analysis of Ehrfichia canis Infection in Dogs and Humans in
Cauca, Colombia
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Abskract.  Ehrlichia camiz infections have been reported in humans in Venarsela and Costa Rca. Inthie stedy, 506
heanlthy esidents and 114 dogs inom four 51 (Cawca, Colom big) were surveyed and biood samples collected.
Antipodies 1o E. canis in human and canine sera were evalualed using e Tandam repeat proten 19 (TRP19) paptide
ELISAand indirect immunaliuones cence assay [IFA). Bhviichia camis TR 19 antibodies were datacted inonly 1/506 human
sera, bl the single positve sample was negative by IFA The majosty (75/1 14; 66%) of dogs suveyed hadantbodes to
the E camnis TRF1S papide by ELISA, and eght randomily seecied serawere lurfer confimmed by E. canis IFA. Genomic
DA samplas obimined nom T3E. canis TRF19 ELISA-positive dog Dloodsamples wes examined by PCR tangating the
188 rbosomal ribonudeic acd FRNA) gene. Bhvichia camis 165 riRNA was amplified in 30 (41%) of the dogs, and 16
amplioons wee selectad for DA ing, which confirmed that allwese E camé. A second was perionmed on
the 16 confirmed E. canis 165 rRNA POR-posbive samples to delesnine e TRPE genotype by amplifying the inds
gane. TRPIE POR amplcon sequancing identilled nine dogs inlacted with the LS. E cans TRPIE genotype [S5%), one
g with the Beazilian genotype 6%, and six dogs with the Costa Rican genotype (38%). Momsover, fiese maolecular
genolype signalures ware consistent with senclogic analyse using TRPIE peptides. Notably, thems
was no semlogic evidence of E canis infecton in hamans, supgesting that E can's inlecton in dogs in Cauvca is not

as s iated with 2oonotic harran infection.

INTRODLCTION

Human infections wih Evfchia species ae noreasingly baing
dagosed i several countries, whes laciors seh as he
prasence and number of reservol ammats and Sok vecions in
enclamic anens oould play a aritical sle i emengng infections.”
The genus Ehvlichia has six recopnized speces at infect hu-
mans or animas: Brlicil canis, Bvlehia chaffesnsls, Bhvlehia
awingll, Bviichia uminantum, Brichia s, and Bwilchia
miasersle*? Ehdichis chalfeensiz, E. awhgl, E. caniz, and
E murE sbsp sauciaienss have been dentified as camsative
agants of 2oondic amengng human inlecions, whare the fimt
Tuee apents e slso Known 1o cause ehldhiosis in doge 42
Bhriiciia canfs has been associsted with human infectons in
enansala and O osta Fica by serobgical and m deoulr tests ™2

Tandem mpaat protens (TRFs) nE crafleensis and E cans
e mEor Immeonesctive protans with spaces-speelic Insr
epiinpes in he wndem mpeat doman® in pediculr, E canis
TRP1 9and THP 140 am speces-specilic anbgenswih exposed,
consarved mdae dumans,™ whireas he E caniz TRP3E,
B &8 speces-speclic ant-gan with different TH seguences
MEMM Pravioue shadies have damonstrabed
it TRAMES and TRP3E as excdlant immunodiagnostic
anbigens. ™" Tandem repaat protein 36 has bean wsed in
many shulies B daline gaotype diierences amang £ canis
srains by seguencng e andem repeat mgion which eshibls
varighility in the nucksc acid sequence and i the number of

*Address commpondonca o Elon Foram-Bacorm, Gaupao do s
figacidn an Maodiana Vatermasay Zooteonia 7, Faoultad
da Chancias Agropoouadas, Unsornsdad gigoa y Teondidgoa
da Colomisia, . Cortraldal Morsa Mo 33115, Tuni 150001, Calomia.
Emaik egiommb@unaledu.co

tandem repaate % '™"® Racenty, diflerences in TRPIES eplope
containng tandam repeats has been wEed 1o perionm seogpe
notypie analysia and has evedled evidence of sequental or
coinfections in dogs wih multiple E camns steains "™

In Colombia, several epors have established and doo-
mented the seropsevalence andior moleoulsr evidence of
E. canfs intection in dogs theoughout the country. ™= In ag-
diion, these am reporis of human ahiichiosis where cyto-
plasmic ncheione consistent with ahelichial monulae have
been visualized in periphesl blood smears of humans or
Ehvicinl-reactive antibadies have baan detecied by ndeect
mmunoliucrescence assay [(FA 2

Lizing dogs as santinets for haman rckettsial dissases has
been sugoesied a2 an appecach for dissase surveillance by
One Health ™ In this studly, we westgated the seropeva-
enoe of E cands infection n emans and doge i munecinal-
tes of Cawvca, Cobmbia, to vestgate the prevalence of
E caniz infection in dogs, chamcierze E cans genolypas,
andinvestigate the poss ihls oocumenos of oeonotic ndectons
i haamians wid o indecied dogs.

MATERIALS AND METHODS

Study population and sample colleclion. A cross-
sectional study was canmied out in the Department of Cauca
(Colomiia, South Amenicd). Samples were collected betwesen
Aasgust and Movemrber of 2017 in four munespalities ses
Supplemental Table 51). Those muncipalites were selected
acoonding 1o previous mponsof haman tck inlestations or bok
biles, ecological conditions for development of Bck pop-
ulations, secusily warant jor the fiekd collection pemonns,
and ease o access 1o the wral human populations. To es-
tabilish an sEpropriakes ample size for the human poputaton,
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Ehrlichis minasensis is a new pathogenic bactenal spe-
cies that infects cattle, and Bomelia theillen causes bovine
bomeliosis. We detected E minasensis and B. theilen
DMA in cattle from southwestem Colombia by using PCR.
E. minasensis and B. thedlen should be considered poten-
tial etiologies of febrile syndrome in cattle from Colombia.

krilichia spp. are tickborne obligate infracellnlar

bacteria and comprise different pathogenic spe-
cies that affect both veterinary and public health
(1). Ehrlichia minasensis was first detected in cattle
and deer in Canada and later in catfle and Fhipi-
cephalus microplus ticks from Brazil (2-2). Infected
cattle manifest signs that include fewer, lethargy.
depression, and ancrexia {(3.4). Berrelia theileri be-
longs to the relapsing fever group of borreliae and
causes bovine borreliosis. which is a mild febrile
disease associated with lethargy, hemoglobinuria,
and anemia (5). This spirochete is transmitted by
EFhipicephalus (formerly Boophilus) sp. ticks and has
been documented in Africa, Europe, Oceanda, and
South America (5.6). Te our knowladge, E. minasen-
sis or B. theileri infections have not been reported in
cafttle from Colombia.

During September and October 2017, we col-
lected blood samples from 30 bovids with Hck
parasitism in El Tambo and Santander de Quili-
chao municipalities. Canca department, Colombia
{Appendix Figure. hitps://wwwnc.cdegov/EIDY/
article/ 28/ 10/ 22-0657-Appl.pdf). We extracted
DMNA from blood using the QLAGEN DINeasy Blood

2108
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& Tissue Kit (hitps:/ /www.giagen.com), accord-
ing to the manufacturer's instructions. We verified
DA quality using PCF. amplification of the verfe-
brate cytochrome B gens CYTE. We subsequently
performed PCE to detect dsb and #rp36 genes for
ERriichia spp.; flaB and 165 tEIMA genes for Borrel-
e spp.; and rpoE, mspd, and mspla genes for Ana-
plasma spp. (Appendix Table). DINA samples that
produced strong PCE bands underwent sequenc-
ing on an Applied Biosystems 3130/3130x]1 Genetic
Amnalyzer (Thermo Fisher Scientific, hitps:/ fwww.
thermofisher com). The mspla PCE products were
poor quality and did net undergo sequencing. We
aligned sequences using GeneStudio (GeneStudio,
Inc..  hitps:/ /genestudio-pro software informer.
com) and performed multiple sequence alignments
using the EMEBL-European Bicinformatics Institute
tools MUSCLE (for Ekrlichia spp.) and ClustaliV
{for Borreliz and Anaplasma spp.) (hitps://www.
clustal.org). Phylogenetic analyses were performed
with MEGA X software (hitps://www megasoft-
warenet). We generated phylogenetic trees for dsb,
fiaB, and 165 tTENA genes and Trp36 protein using
the maximum-likelihood estimation method Al
procedures were approved by the Pontificia Uni-
versidad Javeriana Ethics Conumittes in Colombia.
We detected CY¥TE in all samples. We detected
the dsb gene in 10% (3,/30) and #p36 in 20% (6/30) of
samples. The flaB gene was detected in 13.3% (4,/30).
and the 165 tRNA gene was detected i 10% (3/30)
of samples. The rpeB gene was amplified in 90%
(27/30), mspd was amplified in 83.3% (23/30). and
mspla was amplified in 83.3% (25/30) of samples.
We performed phylogenetic analyses of 3 sequences
for dsb (GenBank accession nos. OMN209405-T), 0 se-
quences for Trp36 protein (inferred from GenBank
accession nos. OL313405-10). 3 sequences for the
165 rFEMA gene (GenBank accession nos. OMN112216-
8}, 4 sequences for flzPF (GenBank accession nos.
OMN135431-4): 6 sequences for rpoB (GenBank acces-
sion nos. ON209412-7), and 4 sequences for mspd
{GenBank accession nos. OMN209408-11).
Phylogenetic analyses showed that our dsb gene
sequences clustered with E. minasensis dsb sequences
from Brazil, Australia, and Colombia (Figure, panel
A). The greater genetic diversity of Trp36 protein
compared with 4:F provided more detailed char-
acterization of Ehrlichia sp. genotypes. Cur Trp36
sequences clustered with 3 sequences from Brazil
and a recenily described E. mingsensis strain from
China isolated from Haemephysalis hysiricts ticks
{Figure, panel B). The flaf and 165 TRMNA genes cluos-
tered with E. theileri sequences (Figure, panels C, D).
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Abstract

Several arbovinises have emenged o reemerged inlo the Mew Word during the past several decades,
causing outhreaks of sgnificant proportion. In particular, the outbreaks of Dengue virus (DENV] Zika
wiruis, and Chikungunya virus [CHIKY) have been explosive and unpredictable, and have ked to
significant adverse health effects. These vinuses ame considered the leading cause of acute
undifferentiabed feble ilinesses in Colombia, Howeser, Venezuslan equing encephalitis vires (VEEV) is
endemic in Colombia, and arboviruses such as the Mayaro virus (MAYV) and the Oropouche vins
(DRON] cause febrile illnesses in nesghboring countries. Yei, evidence of human esposune to MAYY
and OROV in Colombia is scance, In this study, we conduded 3 senssursey’ study in healthy indviduals
from the Cauca Department in Colombia We assessed the seroprevalence of antibodies agains
multiple arboviruses, induding DENW serotype 2, CHIKV, VEEV, MAYW, and ORDV. Based on
serological analyses, we found that the overall sefoprevalence for DENY senotype 2 was 309, 1% far
BMAYY, 255 for CHIKY, 4.4% for VEEW, and 23 for OROW. This sludy provides evidence about the
circulation of MAYY and OROV in Colombia, and sugogests that they-along with WVEEV and CHIKY-
ricyht b responsble for cases of acute undifferentiated febrile illnesses that remain undiagnosed in
the region. The study results also highlight the nesd to strengthen surveillance prograrms 1o identify
outbresks caused by these and other veclor-bome pathogens,
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Amblyomma mixtum free-living stages:
Inferences on dry and wet seasons use,
preference, and niche width in an
agroecosystem (Yopal, Casanare, Colombia)
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Abstract

The formulation of efective control stralegies for any pest species generally invohe s the
study of habitat use and preference and niche width in anthropogenically trans formed natu-
rzl landscapes. We evaluated whether the use, habitat preference, and niche range of the
Ambiyomma mixtum ick changed between stages, habitats, and seasonality (dr-wet sea-
sons 2019) on & farm in Yopal (Casanare, Colombia). The presence and relative sbundance
of free-inving lanas, mymphs, and adults was quantified in four ditferent habitats sccording
1o the type of vege ation cover (Riparian Forest, Cocoa Crop, King Grass Crop, and Star
Grass Paddock). Habitst avaikbilty was estmated, environmental variables were anslyzed,
amd various indices of habitat use and preference, and niche width were calculated. A. mix-
fum's habitat use and preference, and niche width changed between stages, habiattypes,
and time of the year. The total sbundance of A. mixdum was an order of magnitude gresier

in the dry season than the we t season. |n the dry season, all stages used all habitats, while
A. mixtum aduls used all fhe habitstsin both seasons. In the dry season, nymphs and lar-
vae prefermed thres out of the four habitats, while adults preferred the King Grass Crop. In
the wet season, nymphs and lanae prefemed two habitats, whereas the adults prefemed the
King Grass Grop. The value of the niche width index wa s high for larvas, mymphs, and adults
in the dry season, while itwas high only for adults in the wet season. Thus, A. mivtum's vast
emdronmental olerance and niche breadth allows the spedes 1o use and colonize changing
habitats [unstable or temporarny) with fluctuating emvironmental condiions (e.q., King Grass.
Crop), potentially kee ping a stable population over time and making it an extremely resistant
species. However, the wet flooding season in Yopal may excesd A. mixium's stages’
folerances.
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Abstract
We assessed serum samples collected in Cauca Department, Colombia, from 486 persons for Orientia seroreactivity. Overall, 13.8% Tables
showed reactive IgG by indirect immunofluorescence antibody assay and ELISA. Of those samples, 30% (20/67) were confirmed to be
positive by Western blot, showing =1 reactive band to Orientiz 56-kD or 47D antigens. Table
Scrub typhus, caused by species in the genus Orientia, is a reemerging mite-borne rickettsiosis and a major cause of acute Dowlaads
undifferentiated febrile illness (AUFI) (7). Classically, scrub typhus was believed to be strictly endemic to the so-called tsutsugamushi
triangle, which ranges from southeastern Siberia in the North to the Kamchatka Peninsulz in the East, northern Australia in the South, and arice

Pakistan in the West (1). However, scrub typhus outside the tsutsugamushi triangle was suggested 70 years ago because seropositivity to
0. tsutsugamushiwas found among persons from several countries in Africa (1), Appencix



