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Introduccion. Las rickettsias son bacterias patégenas usualmente transmitidas por ectoparasitos, como
garrapatas, piojos o pulgas. En la ultima década se presentaron tres brotes de rickettsiosis con casos
fatales en la regiéon noroccidental de Antioquia y en un municipio limitrofe de Cérdoba.

Objetivo. Describir la ecologia y la epidemiologia de las infecciones por Rickettsia spp. en el Uraba
antioqueno.

Materiales y métodos. Se obtuvieron muestras de 354 roedores y se recolectaron 839 ectoparasitos
de estos en los municipios de Apartadd, Turbo y Necocli. Asimismo, se obtuvieron 220 sueros humanos.
Estas muestras fueron estudiadas por reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) e inmunofluorescencia
indirecta (IFI) para la deteccién de infeccidn por rickettsias.

Resultados. Por IFI se detectaron anticuerpos antirickettsias en 130 (43 %) de los roedores y en 53 (24
%) de los sueros humanos estudiados. Ademas, se amplificaron secuencias del gen gltA especificas
del género Rickettsia en 23 (6,8 %) muestras de higado de roedores, las cuales mostraron una similitud
del 98,7 % con R. prowazekii. Una secuencia de gltA obtenida de larvas de garrapatas del género
Amblyomma sp., tuvo una identidad mayor de 99 % con las secuencias de R. tamurae.

Conclusion. Estos resultados demuestran la circulacion de rickettsias en roedores, ectoparasitos y
humanos en los municipios estudiados.

Palabras clave: Rickettsia, vectores de enfermedades, fiebre maculosa de las montafas rocosas, fiebre
tifoidea, diagnostico, Colombia
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Ecoepidemiology of rickettsial infection in rodents, ectoparasites and humans in northeastern
Antioquia, Colombia

Introduction: Rickettsia spp. are tick, flea or lice-borne pathogenic bacterium, usually carried by rodents.
In the last decade three outbreaks of rickettsial disease including fatalities, occurred in the provinces of
Antioquia and Cérdoba in northwestern Colombia.

Objective: The purpose of this study was to perform an ecological and epidemiological description of the
Rickettsia spp infection in the recently affected region of Colombia.

Materials and methods: Samples were obtained from 354 rodents and their parasites captured in
the municipalities of Apartadd, Turbo and Necocli. Likewise, 220 human sera were also collected, for
detection of infection by Rickettsia spp.

Results: Indirect immunofluorescence assay (IFA) revealed that 130 (43%) of the rodents and 53 (24%)
of the humans produced antibodies to Rickettsia spp. Additionally, rickettsial DNA was amplified by PCR
from 23 (6.8%) rodent liver samples using primers directed to the genus specific gltA gene. While gltA
sequences from rodent samples exhibited a 98.7% similitude with R. prowazekii, a sequence amplified
from larvae of Amblyomma sp exhibited identities of >99% similarity with R. tamurae.
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Rickettsias en el noroeste de Antioquia

Conclusion: These results demonstrate the presence of rickettsia in rodents, ectoparasites and

humans throughout the municipalities studied.

Key words: Rickettsia, disease vectors, Rocky Mountain spotted fever, typhoid fever, diagnosis,

Colombia.
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Las rickettsias son bacterias Gram negativas
pequefias que se reproducen intracelularmente y que
producen infecciones sistémicas con compromiso
prominente del endotelio vascular, lo cual conduce a
enfermedades de gravedad variable, algunas de ellas
potencialmente fatales, como el tifus epidémico y
la fiebre manchada de las Montafias Rocosas (1).
Las rickettsias son transmitidas por vectores artro-
podos, principalmente garrapatas, acaros, piojos y
pulgas (1,2), aunque también se ha demostrado la
transmisién por medio de aerosoles (3). Los roedores,
tanto silvestres como sinantrépicos, son huéspedes
frecuentes de estos artropodos, especialmente
durante sus estadios inmaduros, lo cual los convierte
en potenciales reservorios de rickettsias.

El género Rickettsia pertenece a la familia
Rickettsiaceae, del orden Rickettsiales. Este
género se subdividid recientemente en cuatro
grupos, conocidos como: el grupo de la fiebres
manchadas (Spotted Fever Group), en el cual se
encuentran las especies R. rickettsii, R. conoriiy R.
peacockii, entre otras; el grupo de los tifus dentro
del cual se encuentran R. typhi 'y R. prowazekir,
el grupo transicional conformado por R. felis y R.
akari; y por ultimo, el grupo ancestral que incluye a
R. canadensisy R. bellii (1).

En Colombia, las enfermedades causadas por
rickettsias fueron descritas por primera vez en
1937, cuando se present6 un brote epidémico de
un sindrome febril grave, el cual tuvo una letalidad
del 95 % en el municipio de Tobia, Cundinamarca.
En ese entonces, se identificaron bacterias que
parecian corresponder a Rickettsia spp. como el
agente causal del sindrome, y a la forma clinica
observada se le llamé fiebre de Tobia (4). A pesar
de la alta letalidad de dicho brote, en los siguientes
70 afios no se reportaron otros casos y solo en
el 2005 se hizo un estudio seroldgico en Villeta
(Cundinamarca), el cual arrojd, una seroprevalencia
de 40,3 % en personas sanas, lo que indicaba la
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permanencia del agente y la frecuente exposicion
al mismo en esa region (5).

En afos recientes se presentaron tres brotes
sucesivos de enfermedad por rickettsias en los
municipios de Necocli (Antioquia, 2006), Los
Cérdobas (Cordoba, 2007) y Turbo (Antioquia,
2008), todos ellos en el noroeste de Colombia.
Estos se manifestaron como sindromes febriles,
acompafnados de hipotensién, choque y falla
respiratoria aguda, y tuvieron una gran letalidad.
En todos ellos se identificd R. rickettsii como el
agente causal de los casos fatales (6-8). A partir de
estos brotes se llevé a cabo un estudio exploratorio
de factores de riesgo para rickettsiosis en Necocli,
en el cual se encontrd una seroprevalencia de
anticuerpos IgG antirrickettsias de 29,2 % y un
mayor riesgo para la poblacion que habita en zonas
rurales (7). Por otra parte, en un estudio conducido
en el 2008 en el departamento de Caldas, se
encontraron anticuerpos contra R. typhi en 14 de
120 pacientes con sindrome febril y con reaccién
positiva de Weil-Félix (9).

Los anteriores reportes evidencian la presentacion
de rickettsiosis en Colombia, en ocasiones con
una alta letalidad, y muestran que es necesario
emprender estudios que describan los factores que
favorecen la aparicion de los brotes. En particular,
es urgente identificar los huéspedes vertebrados
e invertebrados que mantienen el ciclo enzoético
de estas bacterias, asi como las condiciones que
favorecen su transmisiéon a los humanos, con el
propésito de mejorar la comprension, la vigilancia
epidemiolégica y el control de la enfermedad.

Materiales y métodos
Ubicacién geografica

El trabajo se llevé a cabo en tres municipios del Uraba
antioqueno: Apartadd, Turbo y Necocli, los cuales se
ubican a 344, 373 y 424 km al noroeste de Medellin,
y una altitud de 25, 3 y 8 msnm, respectivamente.
La temperatura y la precipitacion promedio para los
tres municipios son de 28 °C y de 2.500 mm.

Captura y toma de muestra de roedores

Se capturaron roedores silvestres y sinantrépicos
en zonas rurales y urbanas de los tres municipios
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previamente mencionados. Las capturas se
hicieron con trampas tipo Tomahawk y Sherman,
cebadas con hojuelas de avena, esencia de vainilla
y mantequilla de mani (10).

Con el fin de obtener un buen nivel de confianza en
los resultados, y ante la ausencia de datos exactos
sobre el universo de estudio, el muestreo se basé
en una poblacion de mas de 100.000 roedores,
probablemente mayor a la real, tomando como
limite de confianza el 95 % y aceptando un error del
5 %, se estim6 una muestra de 333 especimenes.
Las capturas se hicieron durante una semana cada
mes, por un periodo de 14 meses. Las muestras se
tomaron tal como fue descrito por Londofio, et al.
(11). Brevemente, a los roedores capturados se les
anestesio con una mezcla de ketamina y xilazina.
Se registraron variables tales como peso, sexo y
medidas corporales (10), y se identifico la especie
por métodos morfométricos de acuerdo con las
claves taxonomicas disponibles (12-16). Los
roedores se clasificaron con la colaboracion del
Laboratorio de Mastozoologia de la Universidad
de Antioquia. Igualmente, se tomd una muestra
de sangre por puncién cardiaca, para detectar
anticuerpos antirrickettsias.

Los animales capturados, aun anestesiados, se
sometieron a eutanasia con una sobredosis de
pentotal sédico y, posteriormente, se les extrajo el
higado, que fue usado para obtener el ADN.

Coleccion de ectoparasitos

Los ectoparasitos presentes en los animales
fueron recolectados, identificados y transportados,
segun los protocolos recomendados por el
Instituto Nacional de Salud de Colombia (17). Los
ectoparasitos se clasificaron en el Laboratorio de
Entomologia del grupo PECET de la Universidad
de Antioquia, utilizando claves taxondmicas previa-
mente descritas (18,19).

Extraccién y amplificacion del material
genético

Las muestras de higado obtenidas de los roedores
capturadosseprocesaronparalaextracciondeADN,
utilizando un método basado en columnas de silica
gel (QlAamp DNA Mini Kit™, Qiagen), siguiendo las
instrucciones del fabricante. Igualmente, se extrajo
ADN de los ectoparasitos, en forma individual para
los adultos previamente clasificados de acuerdo
con su especie, sexo, huésped y procedencia. Los
artrépodos en estadios inmaduros se distribuyeron
en grupos, cuando fueron recolectados del mismo
roedor y pertenecian al mismo grupo taxonémico.
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El ADN obtenido de roedores y de vectores se
amplificd, usando Supermix® (Invitrogen, Brasil),
para evidenciar la presencia o ausencia del ADN
de rickettsias (17). Se hicieron dos amplificaciones
por reaccion en cadena de polimerasa (PCR), la
primera con cebadores para el gen de la citrato-
sintasa (gltA) comun a todos los miembros del
género Rickettsia, y la segunda, con cebadores
para el gen ompA especifico de rickettsias del
grupo de las fiebres manchadas (20).

Analisis filogenético

Los productos de la PCR del gen gltA fueron
enviados para su secuenciacidbn en un servicio
comercial (Macrogen, Corea). Las secuencias
obtenidas se alinearon con secuencias homoélogas
de otras rickettsias disponibles en el GenBank,
utilizando el programa Clustal X (21). Los métodos
filogenéticos empleados fueron el analisis de
probabilidades bayesianas con el modelo de
substitucién general con tiempo reversible y el
andlisis por distancias genéticas con el algoritmo
de neighbor-joining con las distancias estimadas
segun el modelo de sustitucion de Hasegawa-
Kishino-Yano. Estos andlisis se hicieron con
los programa MrBayes 3.1.2 y PAUP v. 4.10,
respectivamente (22).

Seleccion y muestreo de humanos

El estudio en la poblacién humana se hizo en
pacientes que acudian a la sede del Instituto
Colombiano de Medicina Tropical, ubicada en el
Hospital Regional de Apartadd, o a los hospitales
locales de Turbo y Necocli. Los participantes se
seleccionaron por conveniencia, ingresando al
estudio los individuos que se ajustaran a alguno de
los siguientes criterios de inclusién: a) pacientes
con historia de sindrome febril indiferenciado de,
al menos, una semana de evolucién, con prueba
de gota gruesa negativa para malaria; b) pacientes
con sindrome febril y cuadro respiratorio agudo o
con evidencia radioldgica de infiltrado intersticial
pulmonar que requirieran asistencia respiratoria; y
c) pacientes con fiebre y trastornos hemorragicos.

A los pacientes que cumplian con alguno de estos
criterios se les tomaron muestras de sangre sin
anticoagulante para obtener suero, el cual se
almacené a -20 °C hasta su andlisis. En la medida
de lo posible, se tomaron dos muestras para estos
estudios serologicos, la primera durante la fase
aguda o sintomatica, y la segunda, correspondiente
a la fase de convalecencia, 15 a 20 dias después
de la primera muestra.
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Prueba serolbgica

La deteccién de anticuerpos de tipo IgG contra
rickettsias del grupo de las fiebres manchadas,
tanto en muestras de suero de humanos como de
roedores, se llevé a cabo por inmunofluorescencia
indirecta (IFl). Se usaron placas de multiples
pozos sensibilizadas con antigeno de R. rickettsii.
A cada pozo se le adicionaron 10 pl del suero
en una dilucion de 1:64. Después de incubar
durante 30 minutos a 37 °C y de dos lavados, se
adicion6 una gota de anticuerpo conjugado con
isotiocianato de fluoresceina correspondiente a la
especie evaluada (anti-lgG humana, anti-IgG de
rata o anti-lgG de raton, Sigma-Aldrich, St. Louis,
MO) por pozo. Después de un nuevo periodo
de incubacién y de nuevos lavados, se hizo una
contratincién con azul de Evans y se leyd en un
microscopio de fluorescencia. En cada placa se
incluyeron sueros de control negativo y positivo. Se
consideraron positivos los sueros que reaccionaron
en una dilucién de 1:64. Las muestras pareadas
con resultados positivos fueron tituladas hasta la
maxima dilucién reactiva (23,24).

Analisis estadistico

Se hizo un andlisis descriptivo de la infeccion
por rickettsias en los roedores, ectoparasitos y
humanos.

Se tuvieron en cuenta las siguientes variables: en
roedores, sexo, género, edad, especie, presencia
0 ausencia de ectoparasitos, fecha de captura,
municipio, zona geografica y sitio especifico donde
se colocaron las trampas; en humanos, sexo,
edad, municipio de consulta médica, lugar de
residencia, ocupacioén, convivencia con animales,
disposicion de basuras, presencia 0 ausencia
de alcantarillado, roedores en sus viviendas y
exposicién a ectoparasitos.

También, se hizo un andlisis factorial de correspon-
dencia mudltiple para asociar las frecuencias
de infeccién con las variables evaluadas en
los humanos y roedores, donde las variables
categoricas activas fueron: presencia o ausencia
de la infeccién detectada por PCR o por IFI,
y presencia 0 ausencia de ectoparasitos. Las
variables categéricas suplementarias fueron todas
las tenidas en cuenta en los pacientes muestreados
y en roedores antes mencionadas. Los andlisis
estadisticos descriptivos se hicieron en el paquete
estadistico SAS™ (25) vy, el andlisis factorial de
correspondencia mudltiple, en el paquete SPAD™,
version 5.6 (26).

Rickettsias en el noroeste de Antioquia

Aspectos éticos

Los procedimientos llevados a cabo en humanos
fueron revisados y aprobados por el Comité de
Etica Humana de la Facultad de Medicina de la
Universidad de Antioquia. Igualmente, el Comité
de Etica en la Experimentacion Animal de la Sede
de Investigacion Universitaria de la Universidad
Antioquia y la Corporaciéon Ambiental Regional,
Corpouraba, aprobaron los procedimientos de
captura y muestreo realizados en los roedores en
la zona de estudio.

Resultados
Identificacion de roedores capturados

El muestreo de roedores de este estudio, es
el mismo descrito por Londofo, et al., para la
deteccién de virus transmitidos por roedores (11).
Brevemente, durante 56 noches de muestreo con
66 trampas, se capturaron 354 roedores en los
tres municipios (Apartadd, Turbo y Necocli), lo que
representd un éxito de captura del 9,6 %. De los
animales obtenidos, 124 (35%) fueron clasificados
como Rattus rattus, 24 (6,8 %), como Rattus
norvegicus, 71 (20,1 %), como Mus musculus,
109 (30,7 %), como Zygodontomys cherrei, 22
(6,2 %), como Proechimys semiespinosus, y 4
(1,1 %), como Heteromys anomalus.

Identificacion de ectoparasitos

Se recolectaron 839 ectoparasitos en 94 roedores,
de los cuales, 96 (11,4 %) eran garrapatas, 138
(16,4 %) pulgas, 168 (20,0 %) piojos, y 437 (52,1 %)
acaros. La mayoria de las garrapatas recolectadas
estaban en estadio de larva y correspondian
a garrapatas blandas (familia Argasidae) que
fueron clasificadas en la especie Ornithodoros
(Alecterobius) puertoricensis. Las demas fueron
larvas y ninfas de garrapatas duras (familia
Ixodidae), todas ellas del género Amblyomma
spp. Las pulgas recolectadas se clasificaron como
Xenopsylla cheopis y Polygenis sp. Los piojos
se clasificaron dentro de los géneros Gyropus
sp. y Hoplopleura sp. y, por ultimo, los acaros se
identificaron como pertenecientes a los géneros
Laelaps sp. y Ornithonyssus sp. (figura 1).

Distribucion de los ectoparasitos recolectados
en los roedores capturados

Las garrapatas blandas (familia Argasidae) fueron
casi exclusivamente recolectadas de especimenes
del género Ratusy las duras (principalmente larvas
y ninfas de la familia Ixodidae y género Amblyomma
sp.) se encontraron en roedores Z. cherrei y P.
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Amblyomma sp |:| 10 (1.2 %)
Xenospsylla cheopis| [__] 29 (3.4 %)
Hoplopleura sp :l 41
Ornithodoros A p |:| 86

Polygenissp| [ ] 109(13%)
Gyropus sp |:| 127 (15.1 %)

| 156 (18.6 %)

(4.9%)

(10.3 %)

Ornothonyssus sp

Laelaps sp

| 281 (33.5%)

0 50 100 150 200 250 300

Figura 1. Numero de ectoparasitos recolectados en roedores
distribuidos por especie

semiespinosus. Las pulgas Xenopsylla cheopis se
detectaron Uunicamente en R. norvegicus y las del
género Polygenissp. se encontraron uniformemente
distribuidas en casi todas las especies de roedores
capturados. Finalmente, los piojos del género
Gyropus sp. solo se recolectaron de Z. cherreiy P.
semiespinosus, y los del género Hoplopleura sp.,
Unicamente de Z. cherrei, pero los acaros (Laelaps
sp. y Ornithonyssus sp.) se recolectaron de casi
todas las especies de roedores capturados (no se
presentan los datos).

Frecuencia de infeccion por Rickettsia spp. en
roedores

Se extrajo ADN de muestras de higado de 335
roedores, a las cuales se les practicé PCR para el
gen gltA. De estas muestras, 23 fueron positivas,
resultando en una frecuencia de infeccién del
6,8 %. Todos los roedores positivos procedian
del corregimiento Las Changas del municipio
de Necocli, excepto un R. norvegicus que fue
capturado en la zona urbana del municipio de Turbo.
Todas las especies de roedores capturadas fueron
positivas en algun grado, excepto M. musculus
y H. anomalus. En la figura 2 se presentan los
numeros y frecuencias de infeccién por PCR en
cada una de las especies de roedores. Ademas,
mediante IFI se midi6 la frecuencia total y por
especie de los anticuerpos IgG antirrickettsias en
los roedores capturados. La frecuencia total de
infecciéon para los animales recolectados fue de
43 % vy las frecuencias discriminadas por especie
se presentan en la figura 3.

Anadlisis filogenéticos

Los andlisis filogenéticos porlos métodos bayesiano
y de neighbor-joining de las secuencias del gen
gltA, fueron congruentes y permitieron clasificar
las secuencias obtenidas dentro de los grupos de
rickettsias previamente establecidos. En la figura
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Figura 2. Numero de individuos estudiados y frecuencia de

infeccion por rickettsias determinada por PCR en las diferentes
especies de roedores
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Figura 3. Numero de individuos estudiados y frecuencia de
infeccién por rickettsias determinada por IFI en las diferentes
especies de roedores

4 se presenta el arbol filogenético obtenido por
andlisis bayesiano. Las secuencias amplificadas a
partir de higado de siete roedores, fueron idénticas
entre si y formaron un grupo monofilético con gran
soporte de la rama, tanto por bootstrap (89 %)
como por probabilidad posterior (0,98). Estas
secuencias aparecen dentro de las rickettsias del
grupo de los tifus y exhiben una similitud de
98,7 %y 94,4 % con las secuencias homélogas de
R. prowazekiiy R. thypi, respectivamente. La Unica
secuencia obtenida de las larvas de Amblyomma
spp. encontradas en un P. semispinosus se agrupé
monofiléticamente con las secuencias de R.
tamuraey R. monacensis, con las cuales compartia
identidades de 99,5 % y 99,2 %, respectivamente
(figura 4). Todas las secuencias empleadas en
estos andlisis fueron enviadas al GenBank para
su publicacion y recibieron los siguientes niumeros
de acceso: roedores: Rickettsias Colombia Turbo_
31JX519576, Rickettsias Colombia Necocli_181
JX519577, Rickettsias Colombia Necocli_182
JX519578, Rickettsias Colombia Necocli_183
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JX519579, Rickettsias Colombia Necocli_198 JX51
9580, Rickettsias Colombia Necocli_202 JX519581,
Rickettsias Colombia Necocli_252 JX519582L;
garrapatas: Rickettsias Colombia Necocli_190 JX5
19583.

Asociacion entre infeccion por rickettsias y
otras variables obtenidas de los roedores

Las frecuencias de los roedores positivos para
rickettsias por PCR y por IFI, teniendo en cuenta
todas las variables consideradas para el analisis,
se distribuyeron como se muestra en el cuadro 1.

En el andlisis factorial de correspondencia multiple
(figura 5), se encontré6 que la variable activa
“presencia de infeccidn” en los roedores se asocid
significativamente (p<0,01) con las siguientes
variables suplementarias: fecha de captura (junio de
2008), municipio (Necocli), sitio de captura (cultivo),
zona de captura (rural) y especie (Z. cherriei). La
variable activa “ausencia de infeccién”, a su vez, se
asocié (p<0,01) con las variables suplementarias
municipio (Turbo) y zona de captura (urbana). La
presencia de anticuerpos contra rickettsias del
grupo de las fiebres manchadas, se relacion6
significativamente (p<0,01) con la especie (R.
rattus), el sitio de captura (casa o bodega), la zona
de captura (urbana), la ausencia de ectoparasitos
y la fecha de captura (marzo de 2008). Ademas,
la presencia de ectoparasitos se asocié (p<0,01)
con las especies de roedores (P. semispinosus, Z.
cherrieiy R. norvegicus), el sitio de captura (bosque
y cultivo), la zona de captura (rural), el municipio
(Necocli) y las fechas de captura (septiembre de
2008 y marzo de 2009).

Frecuencia de la infeccion por Rickettsia spp.
en ectoparasitos

Todas las muestras de ectoparasitos recolectados
de los roedores fueron analizadas por PCR en forma
individual o agregadas en grupos, dependiendo de
la cantidad de individuos recolectados por animal,
y segun el sexo, la especie del parasito y el roedor
del cual se habia obtenido (cuadro 2). Solo una
muestra, consistente en dos larvas del género
Amblyomma spp. capturadas de un roedor silvestre
de la especie P. semispinosus, fue positiva para
los genes gltAy OmpA de rickettsias.

Seroprevalencia de anticuerpos y frecuencia de
seroconversion a Rickettsia spp. en pacientes
sintomaticos

De 220 humanos estudiados, 53 (24,1 %) fueron
positivos para IgG anti-rickettsias del grupo de las
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Cuadro 1. Caracterizacion y distribucion de las variables activas
(dependientes) y suplementarias (independientes) estudiadas
en los roedores capturados

PCR + IFI +
Variables en (%) (%) (%)
roedores n=335 n=23 n=126
Sexo
Macho 54,93 52,17 53,97
Hembra 45,07 47,83 46,03
Zona de captura
Rural 45,37 73,91 33,33
Urbana 54,63 26,09 66,67
Sitio de captura
Basurero 0,6 0 1,59
Bodega 23,88 17,39 30,95
Bosque 7,16 8,7 3,17
Casa 34,93 13,04 48,41
Cultivo 31,34 60,87 14,29
Peridomicilio 2,09 0 1,59
Edad
Adulto 71,04 73,91 64,29
Juvenil 14,93 21,74 19,05
Subadulto 14,03 4,35 16,67
Recoleccion de ectoparasitos
Si 27,76 34,78 23,02
No 72,24 65,22 76,98
Municipio de captura
Apartadd 2,39 0 2,38
Necocli 69,25 95,65 76,19
Turbo 28,36 4,35 21,43
Especies
Rattus rattus 35,52 26,09 66,67
Rattus norvegicus 6,87 4,35 9,52
Mus musculus 17,31 0 5,56
Heteromys anomalus 1,19 0 1,59
Zygodontomys cherriei 32,54 60,87 14,29
Proechimys semiespinosus 6,57 8,7 2,38
Fecha de captura
Agosto de 2007 1,49 0 0,79
Septiembre de 2007 2,09 13,04 4,76
Octubre de 2007 0,6 0 1,59
Noviembre de 2007 2,69 0 0,79
Diciembre de 2007 1,19 0 2,38
Enero de 2008 11,94 4,35 11,90
Febrero de 2008 8,96 0 4,76
Marzo de 2008 4,78 0 8,73
Abril de 2008 4,48 0 3,17
Mayo de 2008 10,75 8,7 11,11
Junio de 2008 16,72 56,52 16,67
Julio de 2008 13,73 17,39 15,87
Septiembre de 2008 14,33 0 15,08
Marzo de 2009 6,27 0 2,38

fiebres manchadas a la dilucién de 1:64 (figuras 6
y 7).

En 26 de los pacientes positivos se disponia de una
muestra de la fase de convalecencia y se titularon

sus anticuerpos. En seis (23,1 %) de estos sueros
pareados, se observé un alza cuddruple o mayor
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Figura 4. Andlisis filogenético bayesiano del gen gltA de rickettsias. Las dos ramas principales corresponden al grupo de los tifus
(arriba) y de las fiebres manchadas (abajo). Los nombres en negrilla corresponden a las secuencias obtenidas en este estudio,
denominadas segun la especie y el municipio en los cuales se obtuvo muestra. El arbol esta enraizado en el punto medio. El
analisis se hizo con MrBayes 3.1.2, utilizando el modelo de evolucion GTR+G, y fue corrido por 2'000.000 generaciones. Los
numeros encima y debajo de las ramas son las probabilidades posteriores del analisis bayesiano y el valor de“bootstrap obtenido

por neighbor-joining, respectivamente.

del titulo de anticuerpos antirrickettsias (cuadro
3). Este hallazgo evidenci6 infeccion reciente
por rickettsias al momento de la consulta. Uno
de estos pacientes (N2 202 en el cuadro) era un
niflo de siete anos del corregimiento Las Changas
de Necocli. Otro (N® 94) era un joven de 20 afos
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que provenia de la zona urbana de Apartadé. Los
demas casos corresponden a pacientes de Turbo.
Dos de ellos fueron reactivos hasta una dilucion de
1:131.072 N2 58 y 60, cuadro 3). Estos dos eran
agricultores procedentes del corregimiento Alto de
Mulatos y de la vereda Caracoli del municipio de
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Figura 5. Andlisis factorial de correspondencia mdltiple de las
variables estudiadas para la infeccion por Rickettsia spp. en
roedores

Cuadro 2. Frecuencias de infeccién por Rickettsia spp. en
ectoparasitos detectadas por PCR para los genes gltA (citrato-
sintasa) y ompA

Ectoparasito gltA ompA
Amblyomma spp. 110 1/10
Larvas 1/5 1/5
Ninfas 0/5 0/5
Ornithodoros A. puertoricencis 0/80 0/80
Larvas 0/80 0/80
Polygenis spp. 0/104 0/104
Machos 0/37 0/37
Hembras 0/67 0/67
Xenopsylla cheopis 0/29 0/29
Machos 0/16 0/16
Hembras 0/13 0/13
Gyropus sp. 0127 0127
Hoplopleura sp. 0/41 0/41
Ornithonyssus sp 0/156 0/156

Turbo. So6lo hubo una mujer entre los pacientes
con seroconversién, una ama de casa de 55 afios
de edad procedente del barrio Julio Orozco del
municipio de Turbo (N2 14, cuadro 3).

Asociacion entre las frecuencias de infeccion
por rickettsias y variables en humanos

Las variables tenidas en cuenta en los humanos, se
distribuyeron como se muestra en el cuadro 4. De
igual manera, los datos de frecuencia de infeccion
de los individuos muestreados y el diagnéstico
de rickettsiosis (seroconversion en muestras
pareadas), se describen en el mismo cuadro.

En el andlisis factorial de correspondencia mdltiple
se encontré que la variable activa frecuencia
de infeccién (positivos por IFl) se asocio
significativamente (p<0,01) con el inicio de signos
clinicos en marzo de 2008, con la consulta en
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Cuadro 3. Titulos de anticuerpos en pacientes con signos
clinicos y con aumento significativo para el antigeno de
Rickettsia rickettsii por inmunofluorescencia indirecta (IFI)

Titulos IFI
Paciente en muestra en muestrade Municipio donde
No. aguda convalecencia consulté
14 <1/64 1/512 Turbo
58 1/4.096 1/131.072 Turbo
60 1/8.192 1/131.072 Turbo
86 1/8.192 1/32.768 Turbo
94 <1/64 1/256 Apartad6
202 1/256 1/1.024 Necocli
Apartadd 9
15 (15.6 %)
Turbo 8
20 (24.7 %)
Necocli -——| 4
18 (41.9 %)
Total 220
53 (24.1 %)
0 50 100 150 200 250

[] Total de individuos [l Frecuencia de infeccién

Figura 6. Frecuencia de infeccion para el grupo de las fiebres
manchadas en personas con sindrome febril del Uraba
Antioquerio (IFI)

el municipio de Necocli y con la ausencia de
acueducto. La exposicion a ectoparasitos en los
pacientes humanos se asocié con el municipio
de Necocli (p<0,001), el inicio de signos clinicos
en mayo y junio del 2008 (p<0,05), la ocupacién
profesional (p<0,01) y el mal manejo de basuras
(p<0,01) (figura 8).

Discusion

En este estudio fue posible avanzar en el
conocimiento de los huéspedes involucrados en el
ciclo de las rickettsias en el noroeste de Colombiay
también se obtuvo una estimacion de la frecuencia
de infeccion por estos agentes en la poblacion

humana, que complementa los resultados del
estudio de Padmanabha, et al. (7).

Entre los aportes de este trabajo cabe destacar la
identificacién de un potencial vector de la enfer-
medad, las garrapatas del género Amblyomma,
de las cuales se obtuvo amplificacion de los genes
gltA'y OmpA de Rickettsia spp. por PCR. Ademas,
la secuenciacion de los productos de PCR permitio
un acercamiento a la identificacion de las especies
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Cuadro 4. Caracterizacién y distribucion de las variables categéricas activas y suplementarias en humanos

Variables en humanos Seroprevalencia Diagnostico
n=220 n=53 n=6
(%) (%) (%)
Sexo
Hombre 58,18 58,49 83,3
Mujer 41,82 41,52 16,7
Raza
Afroamericana 30,91 28,3 0
Mestiza 69,09 7,7 100
Edad (afos)
<21 36,11 30,77 60
21-40 38,43 40,38 0
>40 25,46 28,85 40
Municipio de consulta
Apartadd 43,6 28,3 16,67
Turbo 36,82 33,96 66,66
Necocli 19,55 37,74 16,67
Acueducto
Si 50,91 33,96 33,34
No 49,09 66,04 66,66
Animales domésticos
Si 64,09 73,58 100
No 35,91 26,42 0
Presencia de roedores en vivienda
Si 98,64 96,5 100
No 1,36 3,77 0
Exposicion a ectoparasitos
Si 11,82 9,43 14,29
No 88,18 90,57 85,71
Manejo de basura
Si 65,45 56,6 33,34
No 34,55 43,4 66,66
Diagnéstico de rickettsiosis
Si 3,18 13,2 100
No 9,82 86,8 0
Ocupacion
Agricultor 8,18 13,21 50
Albail 0,91 0 0
Ama de casa 24,55 26,42 16,66
Auxiliar de enfermeria 2,73 1,89 0
Comerciante 2,73 0 0
Desempleado 1,36 0 0
Docente 0,91 0 0
Estudiante 24,09 20,75 33,33
Menor de edad 2,73 1,89 0
Militar 2,27 1,89 0
Oficios varios 25 32,08 0
Policia 0,91 1,89 0
Profesional 3,64 0 0
Fecha de inicio de signos clinicos
Febrero de 2007 0,45 1,89 0
Julio de 2007 1,82 1,89 0
Agosto de 2007 1,82 5,66 0
Septiembre de 2007 4,55 1,89 16,66
Octubre de 2007 8,18 3,77 0
Noviembre de 2007 6,36 1,89 0
Diciembre de 2007 4,09 0 0
Enero de 2008 7,27 3,77 33,33
Febrero de 2008 9,55 11,32 16,66
Marzo de 2008 10 26,42 16,66
Abril de 2008 8,64 5,66 0
Mayo de 2008 15,91 13,21 0
Junio de 2008 4,55 3,77 0
Julio de 2008 13,64 18,87 16,66
Agosto de 2008 3,18 0 0

46



Biomédica 2013;33(Supl.1):38-51

Rickettsias en el noroeste de Antioquia

Figura 7. Ejemplos de inmunofluorescencia indirecta para el antigeno de Rickettsia rickettsii obtenidos con (A) suero control
negativo y (B) suero de paciente positivo, a una dilucion de 1/131.072
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Figura 8. Andlisis factorial de correspondencia mdltiple de las
variables estudiadas para la infeccion por Rickettsia spp. en
pacientes humanos

de rickettsias circulantes en esta zona endemo-
enzodtica. Infortunadamente, el estadio inmaduro
de estas garrapatas infectadas no permitio
identificar la especie. Estas larvas se capturaron
en un roedor silvestre de la especie Proechimys
semispinosus, el cual fue a su vez reactivo por IFI
para anticuerpos contra el antigeno de las fiebres
manchadas y positivo en la PCR para gltA con
cebadores especificos de género.

Lo anterior parece natural, puesto que las
garrapatas del género Amblyomma spp. se
han considerado como uno de los vectores mas
importantes de las rickettsias del grupo de las
fiebres manchadas en diferentes partes del mundo,
incluyendo Centroamérica y Suramérica (27-29).
Sin embargo, sorpresivamente, las secuencias de
estos productos de PCR no coincidieron: mientras
que las secuencias de gltA encontradas en las
garrapatas tienen una identidad de mas del 99 %
con las secuencias homélogas de R. tamuraey R.
monacencis, pertenecientes al grupo de las fiebres

manchadas, la secuencia de gltA encontrada en el
higado del roedor mostré una identidad del 98,7 %
con R. prowazekil, la cual hace parte del grupo de
los tifus. El analisis filogenético muestra claramente
que se trata de secuencias pertenecientes a
dos especies diferentes, ubicadas en estos dos
grupos distantes dentro del género Rickettsia, los
mas importantes epidemiolégicamente (figura 4).
La presencia de dos rickettsias diferentes en el
higado y en los ectoparasitos del mismo roedor,
podria tener varias explicaciones: las larvas de
Amblyomma spp. pudieron haberse infectado
transovaricamente y no haber permanecido el
tiempo suficiente sobre el roedor para transmitir
la infeccién; el roedor podria no haberse infectado
con la rickettsia detectada en la larva, debido a que
poseia inmunidad contra agentes del grupo de las
fiebres manchadas; alternativamente, el animal
podria tener la coinfeccidn con las dos especies,
pero solo se detectd la que predominaba en cada
muestra.

Igualmente, se identificaron otros potenciales re-
servorios de Rickettsia spp. entre los roedores
capturados, al encontrar 23 de 335 (6,8 %)
individuos positivos por PCR y 43 % por IFI (figuras
2 y 3). Vale la pena aclarar que la diferencia en
las frecuencias obtenidas por las dos técnicas
anteriores se debe, en parte, a que ellas examinan
diferentes momentos de la infeccion. Mientras que
las secuencias genéticas detectadas por PCR
indican la presencia actual del microorganismo, en
este caso, en el higado del roedor, la deteccion de
anticuerpos IgG por IFl indica que el animal estuvo
infectado por alguna rickettsia en algiin momento
del pasado o del presente. Lo anterior explicaria
por qué algunos M. musculus y H. anomalus
fueron reactivos por IFl a pesar de que todos los
ejemplares de esas especies resultaron negativos
por PCR. Este hallazgo es similar al de Pluta, et
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al. (30) quienes no encontraron ningun roedor
positivo por PCR de ADN extraido de tejidos de
las especies Microtusarvalis, Apodemos flavicollis,
Apodemos sylvaticus y Apodemos arvicola, en el
sur de Alemania, aunque la serologia mostré una
prevalencia del 43 %.

Otro de los hallazgos sorpresivos en este estudio,
fue la alta frecuencia de anticuerpos para Rickettsia
spp. en R. rattus y R. norvegicus, 73,5 % y 59,1 %,
respectivamente. Esto tiene, sin embargo, un
precedente en otro estudio llevado a cabo en la
region de Santa Cruz, Brasil, donde se encontré una
reaccioén serologica del 81,3 % en R. rattus (23). En
el mismo estudio no se encontrd ningun resultado
reactivo en los roedores silvestres Nectomys
squamipes y Oryzomys subfalus, contrario a
lo observado en nuestro caso, en el cual si se
present6é con mucha frecuencia IgG antirrickettsias
en Z. cherriei (16,3 %), P. semispinosus (16,7 %) y
H. annomalus (66,6 %). Las diferentes especies de
roedores silvestres capturadas en estos trabajos,
podrian explicar la diferencia en los hallazgos.

Enrelacién con este Ultimo punto, el analisis factorial
de correspondencia multiple que se realizo con las
variables en los roedores, demostré una relacion
entre la presencia de infeccion detectada por PCR
y la especie Z. cherriei, lo cual indica que esta
especie se debe tener en cuenta para posteriores
estudios donde el objetivo sea encontrar posibles
reservorios de la enfermedad en Colombia. La
relacion que se demostrdo con la presencia de
infeccién y la zona de captura (rural) y el sitio de
captura (cultivo), se debe a que la mayoria de los
Z. cherriei fueron capturados en esas condiciones
particulares.

La variable activa, reaccion de anticuerpos contra
rickettsias, se relacion6 de manera estrecha con
la presencia de infeccién detectada por PCR;
ademds, se encontraron asociaciones con los
sitios de captura (casa y bodega), con la zona
(urbana) y con la fecha (marzo del 2008). Todos
las variables anteriores, a su vez, se relacionaron
con la especie R. rattus, lo cual explica las
asociaciones de la infeccion con el sitio y la zona
de captura. Existen pocos reportes de los posibles
vectores para rickettsias en este roedor, aunque
previamente se sugiri6 que &caros del género
Ornithonyssus (O. bacoti recolectados de R. rattus
y R. norvegicus) eran vectores de Rickettsia spp.
en Egipto, pues resultaron positivos por PCR con
cebadores especificos para rickettsias (31). En el
presente estudio, la mayoria de ectoparasitos que
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se recolectaron en R. rattus también fueron acaros
del género Ornithonyssus sp., pero a diferencia
del estudio en Egipto, todos fueron negativos por
PCR. Lo anterior podria indicar que esta especie
no se comporta como vector para rickettsias en
este habitat particular, o que lo hace pero con una
baja prevalencia de la infeccién.

La frecuencia de seropositos en humanos
encontrada en ese estudio (29,2 %) es similar a la
encontrada (24%) en el estudio de Padmanabha,
et al, publicado en el 2008. En un estudio
similar llevado a cabo en el municipio de Villeta,
Cundinamarca, se encontr6 una seroprevalencia
de anticuerpos anti-Rickettsia de 40,3 %, pero no
se encontrd ninguna asociacion entre la presencia
de anticuerpos y otras variables analizadas,
como ocupacion, nivel de educacién, material
de construccién de la vivienda y convivencia con
animales domésticos. Por el contrario, el presente
estudio muestra una asociacion de la infeccion
por rickettsias con variables tales como consulta
en el municipio de Necocli, inicio de los sintomas
en marzo de 2008 y ausencia de acueducto en
las viviendas. Aunque las variables analizadas
en ambos estudios son diferentes, la disparidad
de los resultados podria también explicarse
por variaciones metodolégicas y diferencias en
condiciones ecoldgicas y socioecondémicas en
ambas zonas endémicas.

En otro estudio realizado en el departamento de
Cérdoba, en una region vecina y ecoldégicamente
similar a la zona de Uraba, se demostré una
seroprevalencia de hasta el 49 % por IFI en
trabajadores del campo (32). Ademas, nuestro
estudio permiti6 hacer una estimacién de la
frecuencia de rickettsiosis como causa de sindrome
febril. Aunque esta estimacién solo se pudo hacer
en los 26 pacientes con muestras pareadas, el 23,1
% encontrado indica que Rickettsia spp. es una
causa importante de este tipo de sindrome en los
municipios estudiados. Tomados en su conjunto,
estos hallazgos demuestran que la infeccion por
rickettsias es un evento frecuente en varias zonas
del pais, cuyo impacto en la salud publica parece
haber sido subestimado.

Un asunto que queda por definir es la identidad
precisa de las rickettsias que han causado los
brotes anterioresy los casos recientes demostrados
en este estudio. En los casos fatales de los brotes
en Antioquia (6,7) y Cundinamarca (33), los
estudios post mértem con inmunohistoquimica y
PCR con cebadores especificos para agentes del
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grupo de las fiebres manchadas, fueron positivos
para R. rickettsii, lo cual est4 de acuerdo con la
gravedad del cuadro clinico, ya que esta especie
es reconocida como la mas virulenta del género
Rickettsia. En este estudio, el Unico indicio de que
esa especie si esta presente en la zona fueron los
titulos de 1:131.072 alcanzados por dos de los
pacientes sintomaticos residentes en el municipio
de Turbo, en la zona donde se presentd un brote
de rickettsiosis que dejo cuatro personas fallecidas
en el 2008 (cuadro 3). Los titulos de este valor
probablemente sean especificos de la especie
utilizada en la sensibilizacion de las placas de
IFl, en este caso, de R. rickettsii (M. Labruna,
comunicacion personal).

Sin embargo, en este estudio no se encontraron
secuencias de R. rickettsii ni en garrapatas ni en
roedores. Esto pudo deberse a que la especie
vector de este agente en la zona de estudio, hasta
ahora desconocida, no utiliza los roedores como
huésped o a que su prevalencia en las garrapatas
de esta regién es baja y, por tal razén, no se
detect6. Una explicacion alternativa es que los
resultados interpretados como indicativos de R.
rickettsii en los estudios anteriores, en realidad,
correspondian a infecciones por otra rickettsia del
grupo de las fiebres manchadas, quiza el agente
similar a R. tamurae encontrado en larvas de
Amblyomma spp. en este estudio, el cual también
podria ser el responsable de los seis casos de
seroconversion detectados. Rickettsia tamurae se
aisl6é originalmente de Amblyomma testudinarium
en el Japon, en 1993 (34) y, recientemente, se
asoci6 a enfermedad localizada sin sintomas
generales, en un caso en el mismo pais (35).

Otro hallazgo inesperado y de implicaciones
desconocidas, fue la presencia de secuencias de
una rickettsia del grupo de los tifus, cercana a R.
prowazeki, en el higado de siete roedores, tanto
silvestres como sinantropicos, capturados en
Necocli y Turbo. Rickettsia prowazeki es el agente
causal del tifus epidémico transmitido por piojos
y se considera la segunda especie mas virulenta
del género Rickettsia. En Suramérica, en los afos
recientes esta especie solo se ha diagnosticado en
pacientes humanos en el Perd, especialmente en
zonas de Calca-Cuzco (36). Mas recientemente
aun, se ha sugerido la participacion de las
garrapatas del género Amblyomma spp. como
vectores de R. prowazekii en México (37).

Las secuencias del gen gltA de R. prowazeki
disponibles en el GenBank son todas idénticas,
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razon por la cual la pequefa diferencia encontrada
(1,3 %) en estas secuencias probablemente
indique que se trata de otra especie aun no
catalogada. Sin embargo, es necesario estudiar
secuencias de otros genes y, en lo posible, aislar
esta rickettsia para establecer su identidad vy
estudiar sus propiedades biolégicas. Tomados
en su conjunto, estos hallazgos indican que en la
zona de Urab4 circulan varias especies del género
Rickettsia, algunas de ellas con potencial patdgeno
y otras cuya virulencia esta por estudiarse.

Finalmente, es bien sabido que el ciclo de vida de
las rickettsias involucra factores ecoldgicos que
no fueron incluidos dentro del presente estudio,
como son la cobertura vegetal relacionada con la
presencia de garrapatas y los factores climaticos.
La presentacion de tres brotes en los meses de
febrero y marzo de 2006 a 2008, y la asociacion
estadisticamente significativa encontrada aqui
entre infeccion por rickettsias y el inicio de los
sintomas en marzo de 2008, claramente sugieren
la importancia de los factores estacionales como
determinantes de la transmisién a humanos. La
complejidad de las interacciones entre agente,
vector y reservorio, y de todos estos a su vez con
el hombre, hacen que la comprension integral de
la ecoepidemiologia de las rickettsiosis requiera
de enfoques miltidisciplinarios, con participacion de
ciencias como ecologia, entomologia, medicina,
microbiologia, epidemiologia y ciencias sociales.

En el presente estudio hemos aportado datos
importantes para el esclarecimiento de dicho
asunto, especialmente en cuanto a la diversidad de
los vertebrados, artropodos y agentes que pueden
estar involucrados en el problema de las rickettsiosis
en el noroeste de Colombia. Estos resultados no
son concluyentes pero aportan un punto de partida
para continuar el estudio de estas enfermedades en
una regioén en la cual han impactado gravemente la
salud de la poblacién humana.
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