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RESUMEN

Las fiebres manchadas causadas por bacterias del género Rickettsia pueden
confundirse con otras infecciones febriles, debido a que sus primeros
sintomas y signos clinicos son inespecificos, similares a los de otras fiebres
tropicales como el dengue, malaria, leptospirosis y hantavirosis, entre otras.
Adicionalmente, no existen pruebas diagndsticas durante la fase aguda de la
enfermedad lo que dificulta el dictamen médico, esta situacion hace que la
sospecha clinica basada en la epidemiologia y la ecologia, seguida de las
manifestaciones clinicas de la enfermedad, se convierten en la mejor
estrategia para un diagnéstico oportuno. El objetivo del presente trabajo fue
establecer la seroprevalencia a Rickettsia, Grupo de las Fiebres Manchadas,
en poblaciones humanas de zonas rurales del departamento de Sucre,
Colombia. El estudio se realizé en los municipios de Sampués, Toluviejo,
Corozal, Sincelejo y San Marcos. Con previo consentimiento informado se
tomd una muestra de sangre periférica a los participantes en el estudio, a
partir de la cual se obtuvo el suero sanguineo que fue analizado para
detectar IgG anti Rickettsia, a través de pruebas inmunofluorescencia
indirecta usando un estuche comercial y placas antigenadas con R. rickettsi,
cepa Taiagu, aislada en el laboratorio del Dr. Marcelo Labruna, Universidad
de S&o Paulo. También se realiz6 un ELISA indirecto con un estuche
comercial; el nivel de concordancia entre las pruebas serologicas se evalué a
través de una prueba Kappa. Adicionalmente, a los participantes se les
realizdé una entrevista, con el fin de recolectar informacion personal basica
para establecer factores demograficos y sociales asociados a la
seropositividad; se realizd un analisis de correspondencia multiple (ACM) y
se evalud la independencia entre la seroprevalencia y las caracteristicas
demograficas con la prueba de ji al cuadrado. Se tomaron 320 muestras, de
las cuales 21 fueron seropositivas por el IFI comercial, 20 por el IFl-Labruna
y 14 por ELISA, para una seroprevalencia de 6,5%, 6,2% y 4,3%,
respectivamente. Las pruebas ELISA e IFl presentaron un grado de
concordancia bajo (0,126). Las personas seropositivas fueron principalmente
adultos mayores, que se dedicaban a la agricultura (p<0,05). El municipio
con la seroprevalencia mas alta mediante IFI fue Toluviejo con 16,4%,
seguido de Sincelejo en el que se detectd la mitad del porcentaje anterior.
Con estos resultados se confirma el contacto de la poblacidn humana con
bacterias del género Rickettsia en zonas rurales del departamento de Sucre,
lo que muestra la necesidad de hacer otros estudios para establecer la

dinamica y las especies de bacteria circulantes.
Palabras Claves: Estudio, seroprevalencia, Rickettsia, poblacion rural.



ABSTRACT

Spotted fevers caused by bacteria of the genus Rickettsia can be confused
with other febrile infections, because their first symptoms and clinical signs
are nonspecific, similar to those of other tropical fevers such as dengue,
malaria, leptospirosis and hantavirosis. In addition, there are no diagnostic
tests during the acute phase of the disease, which makes the medical opinion
even more difficult. This situation makes clinical suspicion based on
epidemiology and ecology, followed by clinical manifestations of the disease,
become the Best strategy for timely diagnosis. The objective of the present
study was to establish seroprevalence to Rickettsia, Group of Spotted Fevers,
in human populations of rural areas of the department of Sucre, Colombia.
The study was carried out in the municipalities of Sampling, Toluviejo,
Corozal, Sincelejo and San Marcos. With prior informed consent a peripheral
blood sample was taken from the study participants, from which the blood
serum that was analyzed for anti-Rickettsia IgG was obtained through indirect
immunofluorescence tests using a commercial kit and plates Antigenated with
R. rickettsi, strain Taiagu, isolated in the laboratory of Marcelo Labruna,
University of Sdo Paulo, Brazil. Also, an indirect ELISA was performed with a
commercial kit; it was assessed the level of concordance between the
serological tests through a Kappa test. In addition, the participants were
interviewed, in order to collect basic personal information to establish factors
associated with seropositivity; A multiple correspondence analysis (MCA) was
performed and the independence between seroprevalence and demographic
characteristics was evaluated with the chi-square test. 320 samples were
taken, of which 21 were seropositive by the commercial IFI, 20 by IFI-Labruna
and 14 by ELISA, for a seroprevalence of 6.5%, 6.2% and 4.3%, respectively.
The ELISA and IFI tests had a low degree of agreement (0.126). The
seropositive individuals were mainly older adults, who were engaged in
agricultura (p <0.05). The municipality with the highest seroprevalence by IFI
was Toluviejo with 16.4%, followed by Sincelejo in which half of the previous
percentage was detected. These results confirm the circulation of bacteria of
the genus Rickettsia in the rural population of the department of Sucre, which
shows the need to do other studies to establish the circulation dynamics of
bacteria species.

Key words: Study, Rickettsia, Seroprevalence, rural population,



INTRODUCCION

Rickettsia es un género de Dbacterias coco-bacilares aerdbicas,
pertenecientes a la familia Rickettsiaceae del orden Rickettsiales (Sahni,
Narra, Sahni, & Walker, 2013), que puede dividirse en cuatro grupos: Fiebres
manchadas, Tifo, Rickettsia bellii y Rickettsia canadensis (Parola et al.,
2013). En su ciclo natural, estos organismos se asocian con artrépodos, por
lo que las infecciones en humanos implican la exposicion a vectores

infectados (Sahni et al., 2013).

Las rickettsiosis trasmitidas por garrapatas son causadas por bacterias
pertenecientes al Grupo de las Fiebres Manchadas (GFM) (Lado, Costa,
Verdes, Labruna, & Venzal, 2015). En el ciclo de transmision las garrapatas
actuan como vectores y reservorios, aunque se ha sugerido que algunas
especies de mamiferos pueden actuar como hospederos amplificadores
(Labruna 2009). Los casos de infecciones por Rickettsia del GFM suelen ser
eventos accidentales, en los que se pueden desarrollar cuadros febriles que
van desde curso leve hasta severo, por ejemplo, la rickettsiosis por R. parkeri
puede provocar un cuadro clinico en el que no se presentan manifestaciones
sistémicas, mientras que las infecciones por R. rickettsii pueden llegar a ser

graves, causando edema pulmonar y cerebral, hemorragia e incluso la



muerte (Parola et a. 2013). Estos agentes se encuentran en todo el mundo y
son transmitidos por varias especies de garrapatas, lo que hace que la
epidemiologia de las distintas rickettsiosis del GFM esté determinada por la
distribucion geografica y la ecologia del vector en cada caso (Szabo, Pinter,

& Labruna, 2013).

En Colombia, las enfermedades causadas por Rickettsia — GFM fueron
descritas por primera vez durante el afo 1937 en el municipio de Tobia,
Cundinamarca, cuando se presentd un brote epidémico de un sindrome febril
severo que alcanzé una tasa de letalidad del 95% (Patino, Afanador, & Paul,
2006). Desde los casos fatales de la fiebre de Tobia, poco se conoci6 de las
rickettsiosis en el pais, pues no hubo registro de casos o de estudios
relacionados hasta el afio 2001, cuando se detectd una alta seroprevalencia
a Rickettsia en campesinos de la costa Caribe (A. Miranda, Florez, & Mattar,
2001). Después de este reporte, en los ultimos quince afios se han
documentado nuevos brotes de fiebres manchadas por R. rickettsii, han
incrementado las publicaciones sobre estudios de seroprevalencia en
humanos y se han detectado varias especies de Rickettsia en garrapata
(Acosta et al., 2006; Faccini-Martinez et al., 2015; Faccini-Martinez, Ramirez-
Hernandez, et al., 2016; Hidalgo, 2011b; Hidalgo et al., 2011; Hidalgo,
Sanchez, et al., 2007; Londono et al., 2014; Londofio et al., 2017),

demostrandose la circulacion y trasmision de estos agentes.



Las rickettsiosis se presentan con mayor frecuencia en zonas rurales, donde
no se cuenta con las herramientas diagnosticas para la fase aguda de la
enfermedad, debido a esto la mejor estrategia para un dictamen médico
oportuno es la sospecha clinica basada la epidemiologia, la ecologia y las
manifestaciones clinicas (Hidalgo, 2011a). Bajo este panorama vy
considerando que estas enfermedades tienen tasas de letalidad entre el 20 y
30%, cuando el tratamiento no es aplicado oportunamente (Sahni et al.,
2013), es necesario realizar estudios que permitan conocer las zonas de
riesgo de trasmision, para que el personal médico cuente con informacién

epidemioldgica que facilite el diagnostico.

En el departamento de Sucre, Colombia, sélo se ha realizado un estudio de
seroprevalencia a Rickettsia, el cual reporté que el 7,8% los participantes
presentaron anticuerpos reactivos a estas bacterias, sin embargo en este
trabajo fueron incluidas unicamente cinco personas por localidad y todas
estas practicaban actividades agropecuarias (Rios, Franco, Mattar, Urrea, &
Tique, 2008), por lo que en el presente estudio se evalué un numero superior
de individuos, en rangos de edad y ocupacién mas amplios con el propdésito
de obtener una aproximacién mas precisa a la dinamica de la infeccién, que
permita proporcionar informacidén para orientar las estrategias de vigilancia

de las entidades de salud en el departamento.



1. MARCO REFERENCIAL

1.1.MARCO TEORICO

1.1.1 Biologia y taxonomia del género Rickettsia.

Actualmente han sido validadas y reportadas 26 especies del género
Rickettsia (Rickettsiales: Rickettsiaceae) (Parola et al., 2013). Todas éstas se
caracterizan por ser bacterias pequenas, cocobacilares, intracelulares
estrictas y aerobicas, clasificadas como a-proteobacteria. Estos organismos
se han adaptado para sostener un ciclo de vida que involucra hospederos
vertebrados e invertebrados, en estos ultimos pueden trasmitirse transovarial

y trasestadialmente (Sahni et al., 2013).

El genoma de las especies del género Rickeftsia es pequefo, con tamafnos
que van desde 1.1 Mb para Rickettsia typhi, el agente causal del tifo murino,
hasta 2.1 Mb para “Rickettsia endosimbionte de Ixodes scapularis”. Debido a
su pequeio tamafio, ha sido posible la secuenciacién del genoma de 23 de
las 26 especies reconocidas, el analisis de la secuencia de los genes que
codifican para el ARN ribosomal de 16S (RNAr 16S), Citrato sintasa (gltA),
Proteina de membrana externa A (ompA) y Proteinas de membrana externa

B (ompB) indica que el género Rickettsia se divide en cuatro grupos: Fiebres



manchadas (GFM), Tifo, Rickettsia bellii y Rickettsia canadensis (Parola et

al., 2013) (Figura 1).
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Figura 1. Cladograma esquematico de las especies reconocidas del género
Rickettsia. En rojo se sefalan las especies conocidas que causan efectos
patogénicos en vertebrados. Tomado de (Merhej & Raoult, 2011).

El Grupo de las Fiebres manchadas, con aproximadamente 16 especies

patogenas, es el que cuenta con el mayor numero de taxones, transmitidos

principalmente por garrapatas (ver figura 2), con la excepcion de R. felis que



es transmitida por pulgas y R. akari por acaros. A diferencia del Grupo del
Tifo, las especies del GFM se replican en el citoplasma y nucleo celular,
gracias a que son capaces de movilizarse mediante la polimerizacion de
actina (Kuloglu, 2013). ElI Grupo del Tifo esta compuesto por dos especies
patogénicas al humano, R. prowazekii y R. typhi, las cuales son transmitidas
por piojos y pulgas, respectivamente; estas rickettsias se replican en el
citoplasma celular y no son capaces de polimerizar la actina de sus células
hospederas. Los grupos Rickettsia bellii y Rickettsia canadensis, ambos
asociados a garrapatas, estan constituidos por especies que no han sido

relacionadas con enfermedad en humanos (Parola et al., 2013).
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Figura 2. Ciclo de vida de las rickettsias trasmitidas por garrapatas. Las
bacterias son mantenidas en la naturaleza por transmision trans-ovarial y
trans-estadial en las garrapatas. Ademas, son transmitidas de forma
horizontal cuando las garrapatas no infectadas se alimentan sobre roedores
y otros animales rickettsémicos. Tomado de (Walker & Ismail, 2008).




1.1.2 Patogénesis y enfermedad.

Las garrapatas infectadas pueden trasmitir las Rickettsias-GFM mientras se
alimentan, debido a que éstas se encuentran en las glandulas salivales de
estos vectores (G. Valbuena, 2010). Las bacterias infectan inicialmente
células del area de inoculacion, principalmente fagocitos mononucleares;
cuando la infeccion se disemina, el tejido mayormente infectado es el
endotelio de vasos sanguineos medianos y pequeinos, dado el papel critico
de este tejido en varias funciones fisiolégicas importantes, como el
mantenimiento y regulacion de la permeabilidad vascular, la reparacién de
heridas, extravasacion de leucocitos y la coagulacidén, no es sorprendente
que la mayor complicacion de las enfermedades rickettsiales es la activacion
y disfuncion de células endoteliales, lo que conlleva al compromiso de la
integridad vascular y perdida de la funcién de barrera, que se manifiesta
como un edema pulmonar no cardiogénico, insuficiencia respiratoria aguda,
complicaciones del sistema nervioso central e insuficiencia de multiples

organos y sistemas (Sahni et al., 2013).

Las complicaciones antes mencionadas estan asociadas a infecciones
severas, pues comunmente las manifestaciones clinicas tempranas que
suelen presentarse son muy similares a las de la influenza y dengue, que
incluyen fiebre, cefalea, mialgia, nauseas, vomito, dolor abdominal y la

aparicion de exantema, este ultimo solo en una tercera parte de los casos;



cuadros clinicos mas severos no tratados pueden conllevar al estado de
coma y la muerte (Parola et al., 2013; Sahni et al., 2013; Valbuena, 2007; G.
Valbuena, 2010). La severidad de la infeccion parece estar asociada a
factores propios de la especie infectante e inmunoldgicos de los pacientes,
por lo que se puede presentar el cuadro clinico antes descrito o con escasos

sintomas.

1.1.3 Respuesta inmune.

En los ultimos afos la respuesta inmune a rickettsias ha sido muy estudiada
en modelos murinos de infeccidn, los cuales reflejan en muchos aspectos la
enfermedad desarrollada en humanos (Osterloh, 2017). Estos estudios han
permitido establecer que las células endoteliales (CE), el blanco principal de
las rickettsias, juegan un papel importante liberando citoquinas como CXCLS8
/IL-8, CCL2 /MCP-1 (proteina 1 quimio-atrayente de monocitos), CXCL9/MIG
(monocina inducida por interferobn gamma), CXCL10/IP10 (proteina 10
inducible por interferon gamma) y CCL5/RANTES (Osterloh, 2017; Sahni et
al., 2013). Estas citoquinas estan involucradas en el reclutamiento de células
del sistema inmune como neutréfilos, los cuales liberan especies reactivas de
oxigeno (ROS) que activan las CE, asi mismo son reclutados macrofagos/
monocitos, NK y células T, principalmente células Ty1 CD4+ y CD8+

citotoxicas, al sitio de infeccion (Osterloh, 2017).



Las células NK pueden mediar la respuesta inmune temprana, las cuales son
la principal fuente de IFN-y (Yu, Ismail, & Walker, 2009), asi como de TNF-q,
que pueden estimular la produccion del oxido nitrico responsable de la
actividad antirickettsial en células endoteliales. En la piel pueden estar
presentes macréfagos activados, mientras que en sangre los monocitos
pueden actuar en la actividad antirickettsial (Sahni et al., 2013). El IFN-y
puede activar células dendriticas fortaleciendo la respuesta innata, estas
células ademas pueden jugar un papel importante en el desarrollo de una
respuesta protectora, pues son mas eficientes que los macrofagos en la
produccion de citoquinas IL-12 e IFN-y, prototipicas de una respuesta de tipo
Th1. Los distintos tipos de IFN y la IL-12 sefalan la defensa del hospedero
en una infeccion bacteriana, integrando la respuesta inmune innata con
eventos de la respuesta especifica, que al igual que como sucede en otros
patdégenos intracelulares, involucra la diferenciacion de linfocitos CD4+ Th1 y
CD8+ efectores (Yu et al., 2009), los cuales indudablemente juegan un papel
dominante en la defensa contra infecciones por rickettsias. La funcion mas
importante de las células T CD4+, ademas de proporcionar ayuda en la
produccion de anticuerpos por las células B, radica en su capacidad para
liberar moléculas efectoras. Las células T CD8+, las cuales muestran su
mayor pico de respuesta al décimo dia post-infeccion, son células citotoxicas
que pueden destruir directamente las células infectadas (Osterloh, 2017), via
perforinas y gramzimas, ademas que producen IFN-y activando Ilos

mecanismos bactericidas de células endoteliales y macréfagos (Figura 3)



(Osterloh, 2017; Yu et al., 2009). Los hospederos murinos que carecen de
genes para IFN- y y perforina son altamente susceptibles (mas de 100
veces), lo que indica un papel crucial de los linfocitos T citotdéxicos en los

mecanismos de defensa del hospedero (Sahni et al., 2013).

El papel de los anticuerpos en la proteccion contra las infecciones por
rickettsias no es claro, sin embargo, distintas investigaciones sefialan que no
desempenan un papel importante en la defensa en la infeccién primaria, pero
pueden contribuir a la proteccion contra infecciones secundarias. Lo anterior
se fundamenta en estudios sobre la cinética de anticuerpos en modelos
murinos de Rickettsia-GFM, que han demostrado la produccion de
anticuerpos a lipopolisacaridos (LPS) después del sexto dia de infeccion,
mientras que los especificos a las proteinas OmpB y OmpA son detectados a
los doce dias, después de eliminada la infeccion. Otros estudios
establecieron que la inmunizacién de roedores con anticuerpos anti-LPS no
es protectora, mientras que anticuerpos anti OmpB y OmpA administrados
después de la infeccion son efectivos en la eliminacion de la bacteria (Li &

Walker, 1998; Mansueto et al., 2012; Osterloh, 2017; Yu et al., 2009).

Los anticuerpos pueden mediar en la proteccion mediante tres mecanismos,
la opsonizacion de las bacterias para su absorcion por fagocitos, la union a la
superficie del patégeno y la activacion del complemento que ataca

directamente al patdégeno, y la inhibicion de la infeccidn a través del bloqueo



de moléculas que participan en la union a los receptores superficiales y la

absorcion bacteriana (Osterloh, 2017).
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Figura 3. Modelo de la respuesta inmune protectora en la infeccion por
Rickettsia. El interferon y (IFN-y) y el factor de necrosis tumoral a (TNF-a),
los cuales son producidos por células del sistema inmune innato como las
células asesinas naturales (NK) o células endoteliales infectadas, pueden
promover la maduracion de las células dendriticas la cual es marcada por la
produccion de interleucina 12 (IL-12). La IL-12 activa células NK, que son
cruciales para la eliminacion temprana de las rickettsias. Las células
dendriticas (DC) infectadas y maduras entran a los nodulos linfaticos a través
de vasos linfaticos aferentes, donde realizan la presentacion de antigeno a
células CD4+ y CD8+ “naive” y promueven sefales co-estimuladoras que
activan células T especificas de antigeno. Las células CD4+ y CD8+
proliferan y se diferencian a células tipo 1 que producen IFN-y y TNF-a. La
induccién de células Th1 media en parte por la produccién de L-12 por DCs.
Ademas, las células B especificas de antigeno proliferan y se diferencian a
células secretoras de anticuerpos. Tomado de (Walker & Ismail, 2008).



1.1.4 Antigenos predominantes de Rickettsia

El analisis bioinformatico de secuencias del genoma de Rickeftsia ha
permitido identificar una familia de al menos diecisiete genes de antigenos de
superficie (Sca); la prediccion de la estructura de esos genes indica que se
trata de proteinas autotransportadoras (Mansueto et al., 2012), las cuales
son comunes en bacterias Gram negativas y son conocidas por actuar con
una amplia variedad de factores de virulencia, como catalizadoras de
protedlisis, adhesinas, mediadoras de la movilidad bacterial promovida por
actina y como citotoxinas para células animales (Blanc et al., 2005). La
funcién de los genes de la familia Sca de Rickettsia es desconocida, sin
embargo, se ha propuesto que las proteinas sca0 (ompA), scal, sca2 y scad
(ompB) trabajan en conjunto para interactuar con las células del hospedero,
especialmente con células endoteliales (Mansueto et al.,, 2012). OmpA vy
OmpB son adhesinas altamente conservadas entre la mayoria de las
especies del GFM y son los principales antigenos inmunodominantes, con
epitopes tanto para células B como para células T, provocando una
respuesta inmune protectora in vivo; entre las dos proteinas, OmpB es la
mas abundante (Chan, Cardwell, Hermanas, Uchiyama, & Martinez, 2009),
posee determinantes antigénicos especie-especificos (Kuloglu, 2013),
aunque también tiene un alto grado de homologia con las OmpB expresadas
en rickettsias cercanas y divergentes, lo que sugiere que su funcion es

conservada. Ademas, estudios sobre su interaccion con proteinas de



superficie de mamiferos, han enfatizado su funcidn como un importante
factor de virulencia y como el principal antigeno de cepas virulentas (Chan et

al., 2009; Sahni et al., 2013; Yu et al., 2009).

1.1.5 Diagnéstico.

El diagndstico de las rickettsiosis transmitidas por garrapatas sigue
basandose fundamentalmente la epidemiologia y la clinica, acompafnada de
la deteccion de anticuerpos mediante técnicas serologicas. Otras
metodologias como el aislamiento por cultivo celular y deteccion por reaccién
en cadena de la polimerasa (PCR) y secuenciacion, se han ido incorporando

recientemente a la rutina de los laboratorios (Oteo et al., 2014).

Dentro de las técnicas serologicas, existen pruebas directas como la
inmunohistoquimica e inmunofluorescencia, usadas para la deteccion de
bacterias en muestras de tejidos. Las indirectas incluyen Ia
Inmunofluorescencia Indirecta (IFl), que es la prueba seroldgica de referencia
(Quintero, Hidalgo, & Rodas, 2012), la sensibilidad del IFI puede variar entre
84.6% y 100%, mientras que la especificidad entre 99.8-100%, segun el
punto de corte escogido. Cuando se tienen muestras entre los 5 y nueve dias
pos-infeccion la sensibilidad del IFI puede ser del 46%, pero ésta aumenta
hasta 100% después de los 29 dias (Kuloglu, 2013). El ELISA y el Western-

blot son otras de las técnicas basadas en la deteccion de anticuerpos, pero



son poco usadas para el diagnéstico de rickettsiosis, a pesar de ser
altamente sensibles. El ELISA, por ejemplo, es ampliamente reconocido por
su potencial para la deteccién inmunoldgica, reproducibilidad y especificidad

(Do et al., 2009).

A pesar de su especificidad y sensibilidad, los métodos serolégicos no
permiten la identificacion de la especie infectante y requieren la toma de
muestras pareadas para confirmar la infeccién. Esta situacion puede ser
resuelta con el uso de técnicas moleculares como la PCR en tiempo real o la
combinacion PCR-Secuenciacion, las cuales pueden permitir la deteccion e
identificacion de la especie en muestras de sangre o de la escara del sitio de
infeccion (Parola et al., 2013), estas técnicas, sin embargo, requieren de
laboratorios mas especializados por lo que su uso esta limitado a los que
tienen facil alcance a estas tecnologias (Kuloglu, 2013). En los ultimos afos,
las técnicas moleculares han permitido la identificacidn de nuevas especies
de Rickettsia causantes de enfermedad (Parola et al., 2013), lo cual ha sido
util en la determinacion de la epidemiologia de la rickettsiosis. El cultivo
celular es la técnica diagndstica definitiva y se considera la prueba de
referencia o estandar de oro, el aislamiento se puede realizar desde
muestras de piel, sangre total, leucocitos y artropodos infectados, pero su
implementacion requiere de nivel de bioseguridad tres, personal altamente
capacitado, lineas celulares como vero, C6/36 o MRC5 por ser bacterias

intracelulares estrictas, y es muy costosa, lo que reduce su uso a laboratorios



muy especializados, principalmente de investigacion (Kuloglu, 2013; Oteo et

al., 2014).

1.2.ESTADO DEL ARTE

Las infecciones humanas causadas por Rickeftsia continian siendo uno de
los principales problemas de salud a nivel mundial, debido a la alta
morbilidad y mortalidad que presentan (Sahni et al., 2013). En América
Latina y el Caribe se ha documentado la presencia de 13 especies de este
género, ocho de ellas asociadas con enfermedad humana (Labruna et al.,
2011b). En Colombia, los casos de enfermedad han sido relacionados con R.
typhi (Grupo del Tifo) y con R. rickettsii del GFM (Labruna et al., 2011b), que
en los pasados diez afios causo brotes con tasas de mortalidad entre el 26 y

36% (Faccini-Martinez, Botero-Garcia, & Hidalgo, 2016).

En Colombia, la presencia de Rickettsia rickettsii fue registrada desde 1935,
cuando se presentd un brote en Cundinamarca de la llamada "Fiebre de
Tobia", con una tasa de letalidad superior al 95% (Patino et al., 2006).
Pasaron 68 afios de silencio epidemioldgico, hasta que entre 2003 y 2004 se
presentaron dos casos fatales de rickettsiosis por esta misma bacteria en
Villeta, poblacién vecina a Tobia (Hidalgo, 2011a). Posteriormente, en 2006
se describié un brote con una letalidad del 35% en Necocli, departamento de

Antioquia (Acosta et al., 2006) y cuatro casos fatales durante el afio 2007 en



el municipio Los Cdérdobas en el departamento de Cordoba (Hidalgo et al.,
2011). En el 2008, en el corregimiento Alto de Mulatos, en el municipio de
Turbo (Antioquia), se inform6 de un brote de rickettsiosis con una tasa de
letalidad de 26,6% (Pacheco et al., 2008) (Figura 4). En el municipio de
Mariquita, Tolima, durante el aflo 2011 fue reportado un caso de rickettsiosis
por R. rickettsi en el que el paciente fue tratado exitosamente (J. Miranda &
Mattar, 2011). En la mayoria de los casos fatales el diagnostico de
rickettsiosis fue realizado post-mortem, debido a que fueron errbneamente
diagnosticados como dengue, leptospirosis o influenza, y no como

rickettsiosis (Acosta et al., 2006; Hidalgo, 2011a; Valbuena, 2007).

e Tobia (95%)
° Necocli (35%)

* Los Cérdoba (36%)
+ Turbo (26,6%)

Figura 4. Mapa de Colombia en el que se sefala la ubicacién de las
localidades donde se han registrado brotes de rickettsiosis con casos fatales.



En el recuadro rojo se indican entre paréntesis las tasas de letalidad en cada
caso.

Los pocos estudios de seroprevalencia en Colombia, indican que los
porcentajes detectados mediante IF| varian entre 7,8% y 59% (Figura 5). El
primer estudio serologico de rickettsiosis conocido en el pais fue realizado en
Ciénaga de Oro (Cordoba), mostrando un 49% de exposicion a estas
bacterias entre los trabajadores provenientes del area rural de este municipio
(A. Miranda et al., 2001). ElI Programa Centinela de Enfermedades Febriles
del Instituto Nacional de Salud - INS determin6 que cerca del 9% de sueros
obtenidos a partir de pacientes con cuadros febriles de etiologia desconocida
y provenientes de los departamentos de Santander, Guaviare y Caldas, eran
seropositivos a Rickettsia del grupo de las fiebres manchadas (Hidalgo,
Castafieda, Mendez, Travassos da Rosa, & Valbuena, 2007).
Posteriormente, se realizd6 en Villeta (Cundinamarca) un estudio de
seroprevalencia a 371 individuos bajo estrictos criterios de inclusion, el
analisis serologico demostré una seroprevalencia de 40,3% (Hidalgo,
Sanchez, et al.,, 2007). Otro informe de seropositividad a Rickettsia fue
publicado en el 2008, mostrando un porcentaje de 7,8% en trabajadores del
campo en del departamento de Sucre (Rios et al., 2008). Durante el ano
2011 se establecid la seroprevalencia mas alta registrada en el pais, con un
59% en trabajadores del campo del departamento de Meta (J. Miranda &
Mattar, 2011). En otros trabajos como el realizado en Apartadd, Antioquia,

se detectd por PCR un porcentaje de infeccidn con Rickettsia del 6,8% en



roedores y una seroprevalencia por IFI en humanos del 24% (Quintero et al.,
2013). En 2015 se reportd un estudio en poblacion indigena de La Guajira,
en el que se encontr6 una prevalencia de anticuerpos del 32% (Ortiz,
Miranda, Ortiz, Navarro, & Mattar, 2015). Finalmente, en al afio 2017 se
publicé un estudio de seroprevalencia realizado en Turbo, Necocli y Los
Cordobas, los tres municipios donde se presentaron los ultimos brotes de
rickettsiosis en el pais, éste estudio indico que la seroprevalencia en estas
localidades era de 40,8%, 34,7% y 31,8%, respectivamente (Londono et al.,

2017).

Figura 5. Mapa de Colombia en el que se resaltan los departamentos donde
se han realizado estudios de seroprevalencia y los porcentajes de ésta
detectados.



A pesar de la alta mortalidad registrada en Colombia por las rickettsiosis del
GFM y de la alta seroprevalencia encontrada en diferentes zonas del pais,
estas enfermedades no son de notificacion obligatoria y tampoco hay
lineamientos establecidos por el Instituto Nacional de Salud (INS) para el
monitoreo y prevencion de estas infecciones, pues éste sdlo describe un
“‘Manual de procedimientos para el diagnostico por laboratorio de
rickettsiosis” (Bello & Rodriguez, 2011) y el grupo de Patologia de la

institucion interviene en el proceso de evaluacién de biopsias.

Aunque no se registran datos en las plataformas de informacién del INS, de
acuerdo al Ministerio de Salud y Proteccion Social (MSPS), la vigilancia de R.
rickettsii inicio en el afo 2008 y se mantiene hasta la fecha, y se han
presentado 197 casos confirmados por laboratorio en el periodo 2008 —
2012. EI MSPS, ademas, de acuerdo al Convenio de Cooperacion Técnica
No. 310 de 2013 suscrito con la Organizacion Mundial de la Salud vy
Organizacion Panamericana de la Salud, celebr6 un Ejercicio de Validacion
de la Seleccion de Enfermedades Infecciosas Emergentes y Re-emergentes
(EIER) en Colombia, en el que se reunieron expertos en el tema
pertenecientes a diferentes entidades de salud del pais, a grupos de
investigacion de las universidades, asi como de las entidades organizadoras.
En esta reunion se tuvieron en cuenta los Criterios de Priorizacion EIER

Colombia 2013 (Presencia del agente en el hospedero en Colombia,



Incidencia, mortalidad, morbilidad, prevalencia, tendencia, vulnerabilidad,
etc.) y se establecio un listado de Priorizacion de EIER Colombia 2014,
descrito en el “Informe de revision del estado del arte de las enfermedades
infecciosas emergentes y reemergentes priorizadas, no cubiertas por otros
programas del MSPS, intervenciones factibles con enfoque diferencial,
territorial y poblacional” (MinSalud, 2014), dentro de este listado la infeccion
por R. rickettsii ocupa el primer lugar, lo que indica la importancia de la
creacion de un protocolo de vigilancia de la enfermedad para la prevencion y

disminucién de la mortalidad causada por este patdégeno.



2. OBJETIVOS

2.1. GENERAL

Determinar la seroprevalencia a Rickettsia del Grupo de las Fiebres
Manchadas en poblacién humana de zonas rurales del departamento de

Sucre, Colombia.

2.2. ESPECIFICOS

= Establecer la seroprevalencia a Rickettsia, Grupo de las fiebres
manchadas, en zonas rurales de cinco municipios del departamento
de Sucre.

= Contrastar los factores demograficos de la poblacion de estudio y los

niveles de seroprevalencia detectados.



3. METODOLOGIA

3.1.TIPO DE ESTUDIO

Considerando el propésito y las caracteristicas de esta investigacion, este
estudio se cataloga como de tipo descriptivo y su fin fue detectar la presencia
de anticuerpos a Rickettsia-GFM en poblacién humana de zona rural del
departamento de Sucre, asi como establecer si existe asociacién entre las
caracteristicas demograficas y sociales de la poblacion con la
seropositividad. El muestreo llevado a cabo fue a conveniencia, visita

vivienda por vivienda.

3.2. AREA DE ESTUDIO

El estudio se realiz6 en el departamento de Sucre, el cual esta ubicado en la
region Caribe de Colombia. Este posee una extension territorial de 10.670
Km?, distribuidos politicamente en 26 municipios, y cuenta con una poblacién
total de 826.780 habitantes, 546.502 ubicados en cascos urbanos y los
280.278 restantes en zona rural. Sucre se encuentra enmarcado
principalmente en la zona de vida Bosque Seco Tropical (BS-T) segun la

escala de Holdridge, aunque es dividido en 5 subregiones con base en



diferencias topograficas, hidrograficas y ecologicas: subregién Sabanas (SS),
subregion Montes de Maria (SMM), subregion Golfo del Morrosquillo (SGM),
subregion San Jorge (SSJ) y subregion La Mojana (SLM).

Las zonas bajo estudio fueron el area rural de los municipios de Corozal
(SS), Sampués (SS), San Marcos (SSJ) y Toluviejo (SGM), asi como la zona
periurbana del municipio de Sincelejo (SMM) (Figura 6). La seleccion de
estos municipios se baso en reportes previos de seropositividad a Rickettsia
(Rios et al, 2008), presencia de garrapatas con antecedentes
epidemioldgicos (Paternina, Diaz-Olmos, Paternina-Gomez, & Bejarano,
2009), las diferentes condiciones ecoldgicas propias de cada subregion, y
que estos 5 municipios representan mas del 52% de la poblacion
departamental y concentran la mayor parte de la poblacion rural de Sucre

(Gobernacion de Sucre, Secretaria de Gobierno Departamental - 2010).

3.3. POBLACION DE ESTUDIO

En el area rural de los cinco municipios anteriormente citados, se hizo una
visita vivienda a vivienda en la que se explicé a las personas encontradas en
éstas en qué consistia el estudio y su importancia. Una vez realizada la
socializacion, a las personas que aceptaron voluntariamente participar se les
pidié firmar un consentimiento informado (Anexo 1), y se les realiz6 una

entrevista para tomar datos demograficos y epidemiologicos, para establecer



la influencia de probables factores asociados al contacto con Rickettsia —

GFM (Anexo 2).
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5. San Marcos

Figura 6. Mapa donde se sefiala la ubicacién del departamento de Sucre y
los cinco municipios que constituyeron la zona de estudio.

El tamafio minimo de la poblacion humana que se debia ser evaluada
serolégicamente en los 5 municipios fue fijado en 111. Para este calculo se
consider6 una seroprevalencia esperada de 7,8% (Rios et al., 2008), un nivel
de confianza del 95%, con un error maximo permitido de 5% vy el total de
personas presentes en las zonas rurales de estos municipios como el

universo muestreal (aproximadamente 146.000). La determinacion del



tamafo de la muestra fue realizada con el programa de epidemiologia
"WinPEPI v10.3 (Windows Program for EPldemiologist, Brixton Health UK,

2010).

3.4.TOMA DE MUESTRAS

A cada persona involucrada en el estudio se le tomé una muestra de 5SmL de
sangre periférica por venopuncion, empleando tubos al vacio secos. Las
muestras se mantuvieron a temperatura ambiente hasta la formacién del
coagulo sanguineo y luego se centrifugaron a 3000 rpm/min durante 5
minutos para la obtencidén del suero, el cual fue alicuotado y congelado a -
20°C hasta su uso en los ensayos serologicos de deteccion de anticuerpos

anti-Rickettsia.

3.5.DETECCION DE ANTICUERPOS A RICKETTSIA — GFM

3.5.1. Inmunofluorescencia Indirecta — IFI

3.5.1.1. Inmunofluorescencia Indirecta - Fuller Laboratories
Las muestras de suero colectadas durante el estudio fueron evaluadas por
IFI para la deteccion de anticuerpos anti-Rickettsia usando un estuche
comercial (Rickettsia rickettsii IFA IgG Antibody Kit, FULLER Laboratories).

Las placas para IFl de este estuche contienen como antigeno células Vero



infectadas (aproximadamente el 60% de las células de cada pozo) con la
cepa Bitterroot de Rickettsia rickettsi. El procedimiento consistié en adicionar
a cada pozo de la placa 10uL de una dilucion 1:64 de cada muestra, en los
ensayos se incluyd una dilucién 1:64 y 1:128 del control positivo, asi como
una dilucién 1:64 del control negativo. Las placas con las muestras se
incubaron en camara humeda por 30 minutos a 37°+ 0.5°C.

Pasado ese tiempo las placas fueron lavadas tres veces con PBS - Tween
(Tampon Fosfato Salino 1X — Tween 20 al 0,2%) dejando que este actuara al
menos 5 minutos. A cada pozo de las placas se adicionaron 10uL del
conjugado, que consistio de anticuerpos de cabra anti-lgG humana (cadena
pesada) marcados con DyLight 488, albumina de suero bovino y colorante
azul de Evans. Las placas con el conjugado se retornaron a camara humeda
para incubacion a 37°Ct 0.5°C en oscuridad. Posteriormente, las placas
fueron lavadas nuevamente y se les adicioné de 2 a 3 gotas de medio de
montaje (Gicerol 50%v/v en PBS) en cada placa y se observd bajo un
microscopio de fluorescencia Carl Zeiss con un sistema de filtro para FITC a
un aumento 400X. Los pozos fueron leidos comparando la intensidad y el
aspecto visual de los pozos correspondientes a los controles positivos y
negativos. Toda muestra que fue reactiva a la dilucién 1:64 fue considerado

positiva.



3.5.1.2. Inmunofluorescencia Indirecta — Laboratorio del Dr.

Marcelo Labruna

El antigeno empleado en este ensayo de inmunofluorescencia correspondié
a células Vero infectadas con la cepa Taiagu de Rickettsia rickettsi,
amablemente donado por el Dr. Marcelo Labruna del Departamento de
Medicina Veterinaria Preventiva e Saude Animal, Faculdade de Medicina
Veterinaria e Zootecnia, de la Universidade de Sao Paulo. El procedimiento
fue el siguiente: Se sirvio 20uL de una dilucién 1:64 del suero problema en
cada pozo, asi como del control positivo y control negativo. Las muestras
fueron incubadas por 30 minutos a 37°C en camara humeda. Después las
placas fueron lavadas dos veces con tampén de lavado (PBS 1X — Triton 100
0,01%), cada lavado fue de 10 minutos. Se dejo secar las placas a
temperatura ambiente y se adicioné 20uL del anticuerpo conjugado 1:1000
(Goat Anti-Human 1gG, conjugado con FITC, Invitrogen). Las placas para IFI
fueron nuevamente incubadas a 37°C en camara humeda por 30 minutos.
Pasado este tiempo, los pozos fueron lavados como se describid
anteriormente, pero esta vez se adicion6 al tampdn de lavado una solucion
de azul de Evans (2mg/ml). Después de los lavados, se dejo secar y se
adicion6 a cada placa de 2 — 3 gotas de medio de montaje (Glicerina
tamponada pH:9.0), se cubrié con un cubre objeto y se observd al

microscopio de fluorescencia Carl Zeiss con un sistema de filtro LED para



FITC a un aumento 400X. Todo suero que fue reactivo a una dilucion 1:64

fue considerado positivo.

Los dos ensayos de IF| realizados se diferenciaban principalmente en la
cepa de R. rickettsii empleada. La cepa empleada en el estuche de la IFI de
Fuller Laboratories es de origen norteamericano, mientras que la empleada
en el ensayo IFl del Dr. Labruna fue aislada a partir de garrapatas

Amblyomma aureolatum capturadas en el estado de Sao Paulo, Brasil.

3.5.2. Inmunoensayo Enzimatico Indirecto (ELISA)
Las muestras de suero también fueron evaluadas con la técnica ELISA. Esta
prueba se realizd con el estuche comercial Rickettsia rickettsii EIA 1gG
Antibody Kit de Fuller Laboratories, el cual consiste en un inmunoensayo
enzimatico indirecto para la deteccion de anticuerpos IgG a Rickettsia
rickettsi en plasma o suero humano. Esta prueba de ELISA utiliza como
antigenos la proteina externa de membrana B (rOmpB nativa) purificada de
Rickettsia rickettsi, antigeno que contiene determinantes especie -

especificos, ampliamente reactivos.

La metodologia empleada fue la descrita por el fabricante del estuche vy
realizada de forma automatizada con el equipo Elisys Uno de Human, este

equipo fue programado para realizar el siguiente protocolo: una dilucion



1:100 de cada suero problema, y de los controles positivos y negativos, de la
que se tomaron 100uL para servirlos en los pozos de la placa de ELISA.
Seguidamente la placa fue incubada por 60 minutos a temperatura ambiente
(20-25 °C). Las placas se lavaron cuatro veces con tampon de lavado (PBS
1X-Tween 20 0,2%). Después, fue adicionado a cada micropozo 100uL del
conjugado enzimatico, el cual estaba conformado por anticuerpos de cabra
anti-lgG humana (especifico de la cadena gamma), marcado con la enzima
peroxidasa. Se incubd de nuevo por 30 minutos a temperatura ambiente bajo
oscuridad. Pasado ese tiempo los micropozos fueron lavados como ya se
describié. Seguidamente, se adicion6 a cada pozo el sustrato, que consistio
de una solucién de HyO, y tetramidilbenzidina (TMB), el cual se dejo
reaccionar durante 10 minutos en oscuridad. Después de los 10 minutos la
reaccion fue detenida con la solucién de parada (Acido sulfdrico diluido).
Finalmente, la absorbancia de cada microplaca fue leida a una longitud de

onda de 450nm.

Los fabricantes de este Kit de ELISA indican que no se ha detectado
reactividad cruzada con especies de Rickettsia del grupo tifo. La prueba
ELISA tiene ventajas operativas que permite la evaluacion de un numero
amplio de muestras simultaneamente, ademas del desarrollo de la prueba de

una forma automatizada.



Toda muestra que resulto positiva por cualquiera de los ensayos seroldgicos
empleados (IFI & ELISA) fue evaluada nuevamente, con el proposito de

corroborar el resultado obtenido.

3.6. CONTRASTE DE PARAMETROS DEMOGRAFICOS Y SOCIALES

CON LA SEROPOSITIVIDAD

Se elabor6 una base de datos en el programa Microsoft Excel 2010, en el
cual se tabul6 la informacion demografica de los participantes en el estudio.
A partir de ésta, se realiz6é un analisis estadistico descriptivo de la poblacion
humana incluida en el estudio y de los resultados de la seroprevalencia. La
asociacion entre seroprevalencia a Rickettsia — GFM con factores
demograficos como el género, la edad y ocupacion; y factores sociales como
el historial de picadura por garrapatas, material de la vivienda y la clase de
animales en éstas, fue evaluada mediante un analisis descriptivo
multivariado (Analisis de correspondencia Multiple — ACM). Para hacer mas
robusto este analisis las ocupaciones fueron agrupas segun el riesgo de
contacto con garrapatas durante su jornada de trabajo, asi se incluyo en el
grupo de Bajo Riesgo las ocupaciones de Estudiante, enfermeria,
mototaxismo, comercio y otros (vendedor loteria y rifas, lavados de
automoviles, receptor de pagos en oficinas, etc.); en Riesgo Medio fueron

agrupadas la artesania, construccion, los oficios domésticos y varios; en las



ocupaciones de Alto Riesgo fueron incluidas la ganaderia, agricultura y
mineria, esta ultima considerando que en este contexto se refiere a la
mineria artesanal en la que el trabajador atraviesa largas extensiones de
campo, y realiza un trabajo manual en el que se encuentra expuesto en la

vegetacion.

Las variables mas representativas seleccionadas en el analisis ACM fueron
analizadas con la prueba Ji al cuadrado. Ademas, a las variables donde se
encontré significancia estadistica con esta prueba y tenian mas de dos
categorias, se les realiz6 un test exacto de Fisher para comparacién pareada
de proporciones, esto con el proposito de establecer entre cuales categorias
de la variable existia la diferencia. También se calcul6 el indice Kappa, para
determinar la concordancia entre las pruebas serolégicas evaluadas (IFl &

ELISA).

ElI ACM y la prueba de comparacién pareada de proporciones - Fisher fueron
realizados en el paquete estadistico R versién 2.9.0, el analisis Univariado en
el programa InfoStat/E, mientras que la prueba de concordancia Kappa fue
realizada con la herramienta virtual Verssarstats disponible en

http://vassarstats.net/kappa.html.




4. RESULTADOS

4.1.POBLACION DE ESTUDIO

En el estudio participaron en total 320 personas, distribuidas en cada

municipio y corregimiento examinado como se muestra en la siguiente tabla:

Municipio Corregimiento Na[ngro de
participantes

Toluviejo Cienaguita 25
Caracol 30

San Marcos San.ta [nés Z
El Limén 46

Corozal Las Llanadas 39
Hato Nuevo 30

Sampués Ceja del Mango 30
Escobar Arriba 30

Sincelejo Sabanas del Potrero 30
Chocho 31

Total 320

Tabla 1. Cuadro en el que se muestra el numero de participantes en las
localidades de estudio.

La poblacion de estudio estuvo representada tanto por hombres como por
mujeres (Figura 7), distribuidos en un rango de edad entre los 7 y 82 afos,
aunque la mayoria de los participantes correspondi6 a adultos entre los 26 y
59 afios (Figura 8). Los hombres se dedicaban principalmente a actividades
agropecuarias, como ganaderia y agricultura, mientras que las mujeres

fueron principalmente amas de casa (Figura 9). Cabe resaltar que las amas



de casa de zonas rurales del departamento de Sucre, al igual que sucede en
otras regiones de Colombia, tienen entre sus actividades domésticas
rutinarias la cria de aves y animales de corral. Otra de las actividades
desarrolladas, pero en menor medida, fueron la mineria, el comercio y oficios

informales como el mototaxismo (Figura 9).
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Figura 7. Distribucion de la poblacién estudiada segun el género.
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Figura 8. Distribucion de la poblacion segun la categoria de edad. Nifio: <10
afnos; Adolescente: 11 — 17 afos; Joven: 18 — 25 afos; Adulto: 26 — 59 afos;
Adulto mayor: >59 afios.
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Figura 9. Distribucion de la poblacién segun el género y la ocupacion.

Otro aspecto estudiado fue el material de la vivienda, la entrevista contemplo

esta caracteristica debido a que podria ser un factor determinante de la

presencia de garrapatas al interior de éstas y por tanto de eventos de

picadura, los cuales podrian estar relacionados con la seropositividad a

Rickettsia — GFM. El concreto fue el material mas comun, seguido de las

viviendas artesanales fabricadas con madera, cafia flecha y palma; en

algunos casos se encontraron viviendas construidas en concreto, palma y

madera las cuales fueron clasificada como mixtas (Figura 10). El 62% de la

poblacidn neg6 la presencia de garrapatas en el interior de las viviendas, el

37% confirmoé la presencia de los Ixddidos y el 1% restante comenté no

saber si habia garrapatas en sus casas (Figura 11).
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Figura 10. Representacion esquematica de la distribucion de la poblacion
segun el material de la vivienda.
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Figura 11. El grafico representa a los participantes de acuerdo a la presencia
de garrapatas al interior de sus viviendas.

El contraste del tipo de vivienda con la ausencia o presencia de garrapatas

se presenta en la Figura 12. Como se observa en todos los tipos de vivienda



se registra tanto la presencia como la ausencia de ixodidos, sin embargo, es
superior el numero de participantes que manifestdé no observar garrapatas al
interior de sus casas. Estos resultados, ademas, pueden poner de manifiesto
que los eventos de infeccion con patdgenos trasmitidos por garrapatas,
incluido Rickettsia, podrian estar ocurriendo al interior de las viviendas. Al
inicio del muestreo no se considerd consultar a los participantes si
recordaban haber sido picados por garrapatas, por lo que el 14% (45
personas) de la poblacion no fue cuestionado respecto a este punto, pero el
49% de los participante (157 personas) que si fue interrogado con esta

pregunta respondié que habian sido picado al menos una vez a lo largo de
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su vida (Figura 13).

Figura 12. Esquema que muestra como se distribuyen la variable presencia
de garrapatas al interior de las viviendas de acuerdo al material con que
fueron construidas éstas. Las barras azules representan los participantes que
dijeron no observar garrapatas en sus casas, las rojas a los que no saben y
las verdes a los que si observaron garrapatas en sus casas.
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Figura 13. Distribucion de la poblacién de estudio con relacion al registro de
picadura por garrapatas.
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Figura 14. Diagrama de barras que representa la poblacién de acuerdo a la
presencia de animales domeésticos y de granja en sus viviendas.



La entrevista realizada a cada participante incluia preguntas acerca de
presencia de animales domeésticos y de granja. Se consideré como animal
domeéstico a perros, gatos y aves ornamentales; los animales de corral
correspondieron a gallinas, patos, pavos, cerdos y carneros criados en el
peridomicilio de la vivienda. La Figura 14 muestra que un alto numero de los
participantes convivia con animales incluidos en al menos una de las dos

categorias mencionadas o ambas.

4.2. SEROPREVALENCIA A RICKETTSIA, GRUPO DE LAS FIEBRES

MANCHADAS

4.2.1. Prueba de Inmunofluorescencia Indirecta — IFI

Después de analizar las 320 muestras obtenidas usando la técnica de
inmunofluorescencia indirecta, se encontré 21 muestras positivas con el
estuche de Fuller Laboratories y 20 muestras positivas con la metodologia
del Laboratorio del Dr. Marcelo Labruna (Figura 14), lo que corresponde a
una seroprevalencia de 6,6% y 6,2%, respectivamente. Estos porcentajes de
seroprevalencia muestran que el numero de muestras positivas con los dos
ensayos IFI realizados es aproximadamente el mismo (p=1,0 con la prueba
de Fisher para comparacion de proporciones), sin embargo, el aporte de
algunos corregimientos a la seroprevalencia global detectada varia con la

metodologia usada. El mayor numero de muestras positivas con el estuche



de Fuller Laboratories se concentro en el corregimiento Cienaguita en el
municipio de Toluviejo, seguido de Chochd en Sincelejo (Tabla 2), mientras
que con la técnica del Dr. Labruna se encontraron muestras positivas
principalmente en el corregimiento Hato Nuevo en Corozal, donde no se
detectd ninguna muestra positiva por el estuche de Fuller Laboratories, asi
mismo en Las Llanadas, también en Corozal, se encontré el doble de
muestras positivas. En cienaguita (Toluviejo), se encontré con la prueba del
Dr. Labruna cuatro (16%) muestras positivas, mientras que con Fuller

Laboratories fueron 8 (32%) (Tabla 2).

-

Figura 15. Imagenes de la Inmunofluorescencia indirecta realizada. La
positividad se determind por la observacion de la fluorescencia producto de
la deteccidn de anticuerpos IgG que reconocieron antigenos de las bacterias
Rickettsia rickettsi. a. Control positivo (1:64). b. Control negativo (1:64). c.
Muestra positiva (1:64). d. Muestra negativa (1:64).




Seroprevalencia por corregimiento

Seroprevalencia en el

Municipio Corregimiento (# muestras positivas) departamento
IFI- FULLER | IFI-LABRUNA | IFI-FULLER | IFI- LABRUNA
Toluviejo Cienaguita 32 (8) 16 (4)
Caracol 3,3 (1) 3.3 (1)
San Santa Inés 3,4 (1) 3,4 (1)
Marcos El Limén 6,5 (3) 2,1(1)
Las Llanadas 2,5(1) 5,1 (2)
Corozal I Hio Nuevo 0(0) 16.6 (5) 6,6 6,2
Sampués Ceja del Mango 3,3 (1) 3.3 (1)
Escobar Arriba 3,3 (1) 3.3 (1)
Sincelejo Sabanas del Potrero 3,2 (1) 3,2 (1)
Choché 13,3 (4) 10 (3)

Tabla 2. Numero de muestras positivas y seroprevalencia correspondiente

en cada corregimiento y municipio, segun cada test para IFl empleado.

4.2.2. Ensayo Inmuno enzimatico ligado a una enzima

Las 320 muestras de suero obtenidas fueron evaluadas también con el

estuche para ELISA Rickettsia rickettsii EIA 1gG Antibody Kit de Fuller

Laboratories. Con esta prueba se obtuvo un total de 14 muestras positivas,

para una seroprevalencia de 4,3%. Las muestras positivas se distribuyeron

de la siguiente manera: Una (1) en el corregimiento Chocho en Sincelejo,

tres en Cienaguita (Toluviejo), una (1) en Santa Inés y una en El Limén (San

Marcos), dos (2) en Hato Nuevo y una (1) en Las Llanadas (Corozal), tres (3)

en Ceja del Mango y dos (2) en Escobar Arriba (Sampués) (Ver Figura 12).

Todas las muestras de los corregimientos Caracol (Toluviejo) y Sabanas del

Potrero (Sincelejo) fueron negativas por esta técnica.
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Figura 16. Grafica de los indices de absorbancia de cada una de las
muestras analizadas por municipio. El indice de absorbancia tomado como
punto de corte correspondié a 1.1 y se sefiala con la linea roja, todo punto
por encima de esta linea representa una muestra positiva.

4.2.3. Contraste de los resultados de seroprevalencia a Rickettsia
— GFM detectada con cada metodologia empleada.

Si se considera la positividad, independientemente de la prueba empleada,
un total de 38 muestras presentaron anticuerpos anti — Rickettsia (Tabla 3 y
Figura 18). La figura 17 corresponde a la representacion grafica del numero
de muestras positivas con cada técnica serolégica empleada, asi como del
numero de muestras que fue positiva con dos o tres de las pruebas
seroldgicas. La prueba ELISA detecté un menor numero de sueros positivos
en comparacion a ambas metodologias para IFI. Ademas, se puede observar

en la grafica que 14 de las muestras positivas mediante la IFI de Fuller



Laboratories también lo fueron por la técnica del Dr. Labruna, mientras que
sélo tres de las muestras positivas por ELISA fueron positivas por la IFI de

Fuller Laboratories, y apenas dos con la combinacion IFI — Labruna y ELISA.
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Figura 17. Numero de muestras positivas por IFl & ELISA, asi como de las
muestras que fueron positivas con dos o tres de las pruebas empleadas.

Estos datos no serian relevantes si se considera que la variacion en la
sensibilidad podria estar basada en el fundamento metodolégico de cada
prueba, sin embargo, si se tiene en cuenta el origen geografico de cada
muestra, es importante resaltar que con la IFI de Fuller Laboratories no se
detecté muestras positivas en el corregimiento Hato Nuevo del municipio de
Corozal, mientras que con la prueba del Dr. Labruna se encontré cinco
sueros positivos (Tabla 3). Sincelejo y Toluviejo fueron los municipios con

mayor numero de muestras positivas con el IFI de Fuller, de éstas el 50% de



las muestras fue positiva con el IFI del Dr. Labruna (Tabla 3), también es de
resaltar que Sampués fue el municipio donde mas se encontré muestras
positivas por ELISA en comparacion a lo hallado con IFI (Tabla 4 & Figura
16). Cabe mencionar que en todas las pruebas (IFl & ELISA) la dilucion de
suero empleada fue 1:64 y que las muestras se encontraban alicuotadas y

congeladas a -20°C, para su correcta preservacion.

La variacion de la seroprevalencia en cada municipio y corregimiento es
marcada (Tabla 4), asi Toluviejo es el municipio con la prevalencia de
anticuerpos mas elevada, este municipio se ubica en la subregion Golfo de
Morrosquillo, aunque se encuentra influenciado por Los Montes de Maria, los
cuales tienen también influencia en Sincelejo, el segundo municipio con
mayor porcentaje de prevalencia. Sampués y Corozal son municipios
ubicados en la subregion sabanas donde se practica principalmente la

ganaderia, al igual que en San Marcos ubicado en la subregion Mojana.



Municipio

Corregimiento

Cadigo

Toluviejo

Cienaguita

30
35
39
41
43
48
63
64
66

Caracol

160

San
Marcos

Santa Inés

126
330

El Limén

70
85
108

Corozal

Las Llanadas

192
197

IFI- FULLER

IFI - LABRUNA

ELISA — FULLER

228

Hato Nuevo

229

230

239

248

251

252

259

Sampués

Ceja del Mango

269

270
277
284

Escobar Arriba

295
302
317

Sincelejo

Sabanas del Potrero

131

Choché

332
344
346
353
356

Tabla 3. Resumen de las muestras que presentaron anticuerpos a Rickettsia
— GFM en cada corregimiento, sefialandose con el relleno de color azul las

pruebas con las que fueron reactivas.




Seroprevalencia por
corregimiento (# de muestras

Seroprevalencia por

municipio

Seroprevalencia en el
departamento

Municipio Corregimiento positivas)
IFI - IFI - IFI — IFI - IFI - IFI -
ELISA Fuller Labruna ELISA Fuller Labruna ELISA Fuller Labruna
Cienaguita 12 (3) 32 (8) 16 (4)
Toluviejo 54 16,3 9,1
Caracol 0 (0) 3,3(1) 3,3(1)
Santa Inés 3,3 (1 3,4 (1 3.4 (1
Slan (1) (1) (1) 26 5.3 26
arcos El Limén 2,2 (1) 6,5 (3) 2,1(1)
Las Llanadas 25(1) 25(1) 5,1 (2)
Corozal 3,8 1,4 10,1
Hato Nuevo 6,6 (2) 0 (0) 16,6 (5) 4,3 6,6 6,2
Ceja del
10 (3 3,3(1 3.,3(1
Sampués | Mango ) M M 8,3 3,3 3,3
Escobar Arriba | 6,6 (2) 3,3 (1) 3.3 (1)
Sabanas del
0 (0 3,2(1 3,2(1
Sincelejo | Potrero © M M 1,6 8,2 6,5
Choché 3,3(1) 13,3 (4) 10 (3)

Tabla 4. Resumen de la seroprevalencia en la zona de estudio segun cada una de las tres pruebas serologicas

empleadas. Entre paréntesis se indica el numero absoluto de individuos seropositivos.
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Figura 18. Resumen gréafico de las muestras analizadas. Cada barra representa una categoria de las variables
demograficas analizadas.



4.2.1. Prueba de concordancia entre las pruebas seroldgicas —
Indice de Kappa

El indice Kappa obtenido del analisis de correlacion entre la prueba
seroldgica ELISA y la IFI de Fuller Laboratories fue bajo (0,1255), lo cual se
basa en el poco numero de muestras (3) en las que ambas pruebas
coincidieron en detectar anticuerpos IgG anti Rickettsia. La concordancia
entre el ensayo IFl del Dr. Marcelo Labruna y el ELISA de Fuller Laboratories
fue 0,069, lo que sefala una correlacion pobre en comparacion al indice
calculado con la combinacion anterior. Por el contrario, el indice Kappa para
las pruebas IFI — Fuller Laboratories e IFI- Labruna fue de 0,66, lo que indica
una mayor concordancia entre estas pruebas en comparacion a la obtenida
entre el ELISA y cualquiera de las dos IFI, esto no es de extrafar si se tiene
en cuenta que con estas pruebas se coincidié en 14 muestras. En la tabla 7
se resumen el numero de muestras positivas y los indices de concordancia

obtenidos.

Frente a los resultados anteriormente descritos, seria util realizar un estudio
en el que sean evaluados sueros humanos de referencia, tanto negativos
como positivos, con las pruebas IFl y ELISA empleadas en este trabajo, de
tal forma que sea corroborada la concordancia y de este modo determinar si
las diferencias a nivel de cepa en R. rickettsii pueden afectar la sensibilidad

de las pruebas para estudios epidemioldgicos y en el diagnostico.



Combinacion de | # Muestras # Muestras Total muestras indice

Pruebas positivas negativas evaluadas Kappa
ELISA/IFI Fuller 3 288 320 0,125
IFI Labruna/ IFI 14 293 320 0.66
Fuller
ELISA FULLER/ IFI > 288 320 0,069
Labruna

Tabla 5. indice Kappa calculado para cada una de las combinaciones de
pruebas serologicas empleadas.

4.3.CONTRASTE DE PARAMETROS DEMOGRAFICOS Y SOCIALES

CON LA SEROPOSITIVIDAD

4.3.1. Analisis de correspondencia multiple —- ACM

Para este analisis se consider6 que un participante era seropositivo si
presento anticuerpos IgG anti Rickettsia por cualquiera de las tres pruebas
seroldgicas empleadas (ELISA, IFI — Fuller & IFI — Labruna), para un total de
38 participantes seropositivos. Ademas, se agruparon las ocupaciones segun
el riesgo de contacto con garrapatas (bajo, mediano y alto riesgo) como se

describié en la metodologia. El resto de las variables no fueron agrupadas.

Este analisis indica que al menos una categoria de cada variable presenta
asociacion con la seropositividad. Las categorias adulto mayor, vivienda
artesanal, haber sido picado por garrapatas, desarrollar una actividad de alto
riesgo, ausencia de animales domésticos en la vivienda y residir en Sampués

o Corozal, se agrupan con la variable seropositivo (Figura 18 y 19). Por otra



parte, la dispersion en el plano factorial del ACM de las variables: nifio,
ocupacion de bajo riesgo, presencia de animales domeésticos y residir en una
vivienda de concreto, sugiere asociacion a la seronegatividad (Figura 18 y

19).

Para establecer la significancia estadistica de estos resultados se realizé un

analisis univariado con la prueba de Ji al cuadrado.

4.3.1. Analisis Univariado - Ji al Cuadrado y Comparacién por
pares de Proporciones — Prueba de Fisher

Los valores p obtenidos con la prueba de independencia entre la variable
seropositivo y las caracteristicas demograficas y sociales son presentados en
la tabla 5. Asi mismo, se indican el numero de individuos seropositivos en

cada una de las categorias de las variables y su respectiva seroprevalencia.

Las variables ocupacion y animales de granja en la vivienda fueron los
factores que mostraron significancia estadistica (p<0,05). De este modo, se
indica que la proporcion de participantes seropositivos que no tenian
animales de granja al momento del muestreo fue significativa al compararla
con la proporcion de seropositivos que manifestaron tener estos animales en

sus viviendas.



Debido a que la variable ocupacion presentd doce categorias, fue necesario
realizar comparaciones pareadas de las proporciones de seroprevalencia en
cada categoria mediante la prueba Fisher, los resultados de este analisis son
mostrados en la tabla 6. Como se indica en esta tabla, la frecuencia de
individuos seropositivos en la ocupacion agricultura es significativa cuando
se compara con la frecuencia de seropositivos que desempefan actividades
domeésticas (p=0,0047), asi mismo se encuentra significancia estadistica al
comparar la proporcion de seropositivos entre la ocupacion domeésticos y
enfermeria (p=0,0334), y estudiante con comercio (p=0,0189), ganaderia
(p=0,0059) y enfermeria (p=0,0121). Sin embargo, en estas cuatro ultimas
comparaciones de proporciones debe tenerse en cuenta que la significancia
estadistica puede deberse al numero de participantes en las categorias:
estudiante cuenta 28 participantes, mientras que se analizaron 83
agricultores, al ser el numero de participantes muy diferente la comparacion
de proporciones podria arrojar resultados confusos. Por otro lado, en la
categoria enfermeria y comercio, la seroprevalencia detectada fue elevada
(40 y 50%, respectivamente), pero estos porcentajes representa dos
seropositivos de un total de 5 y 4 participantes para la categoria comercio y

enfermeria, respectivamente.
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GENE.F Género femenino
AGRAN.NO Sin animales de granja en la vivienda
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OCUPA.RBajo

Ocupacion de riesgo bajo
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Figura 19. A la izquierda, plano factorial del analisis de correspondencia multiple de las variables estudiadas. En
rojo se presenta la variable dependiente (Seropositivo) y en azul las variables independientes (Edad, género,
ocupacion, material de la vivienda, localidad, picadura por garrapatas, animales domeésticos y de granja en la
vivienda). A la derecha se muestra una tabla en la que se detallan las abreviaturas de la grafica.




Variable # Muestras | Seropositivo | Seroprevalencia (%) | X? (p-value)
Género 0,19
Femenino 142 13 9,1
Masculino 178 25 14
Edad 0,051
Nifo 5 0 0
Adolescente 20 1 5
Jovenes 39 2 5,1
Adulto 215 25 11,6
Adulto Mayor 41 10 24 .4
Ocupacion 0,0075
Agricultura 83 17 20,5
Domésticos 118 8 6,8
Otros 19 2 10,5
Enfermeria 4 2 50,0
Oficios varios 32 4 12,5
Ganaderia 16 1 6,3
Comercio 5 2 40,0
Construccion 2 0 0,0
Artesania 2 1 50,0
Mineria 7 1 14,3
Mototaxismo 4 0 0,0
Estudiante 28 0 0,0
Material de la vivienda 0,65
Concreto 180 24 13,3
Artesanal 130 13 10,0
Mixta 10 1 10,0
Garrapatas en la vivienda 0,86
Si 120 14 11,7
No 198 24 12,1
No sabe 2 0 -
Picado por garrapata 0,74
Si 147 17 10,8
No 111 15 13,5
Sin dato 62 6 -
Animales de granja 0,01
Si 263 26 9,9
No 57 12 21,1
Animales domésticos 0,72
Si 235 27 11,5
No 85 11 12,9
Localidad 0,31
Sampués 60 7 11,7
Corozal 69 10 14,5




San Marcos 75 5 6,7

Sincelejo 61 6 9,8

Toluviejo 55 10 18,2

Tabla 6. Distribucion de los participantes, seroprevalencia y valores p para
cada variable. Intervalos en afos para cada una de las categorias de edad
Nifio: <10; Adolescente: 11 — 17 afios; Joven: 18 — 25 afos; Adulto: 26 — 59
afnos; Adulto mayor: >59 anos.

Agricultura Domésticos Otros  Enfermeria 32:::: Ganaderia Comercio Construccion Artesania Mineria Mototaxismo
Domésticos
Otros 0,5145 0,6295 -
Enfermeria 0,2063 0,1246
Oficios 04238 02849 10000 01212
Ganaderia 0,2909 1,0000 1,0000 0,0877  0,6524
Comercio 0,2938 0,0524 0,1793 1,0000 0,771  0,1278
Construccién 1,0000 1,0000 1,0000 0,4667 1,0000  1,0000 1,0000
Artesania 0,3807 0,1450 0,2714 1,0000  0,2763  0,2157 1,0000 1,0000
Mineria 1,0000 0,4153 1,0000 0,4909 1,0000  0,5227 0,5227 1,0000 0,4167
Mototaxismo 0,5819 1,0000 1,0000 0,4286 1,0000  1,0000 0,4444 1,0000 0,3333  1,0000

Estudiante 0,0059 03539 01582 | 00121 |01157 03636 | 00189 1,0000 00667 02000 1,000

Tabla 7. Comparacién pareada de proporciones mediante la prueba Fisher
de las seroprevalencia detectada en cada categoria de la variable ocupacion.
En el recuadro amarrillo se resalta el valor p calculado para la comparacion
entre las categorias agricultura y domeésticos. Lo recuadros en linea negra
indican el valor p calculado para las comparaciones estudiantes — agricultura,
estudiante — enfermeria, estudiante — ganaderia y domésticos — enfermeria.




5. DISCUSION

Las rickettsiosis trasmitidas por garrapatas son una de las zoonosis mas
antiguas conocidas por el humano (Parola et al., 2013). Las zoonosis
representan un reto mayor en relacion al control, debido a que sus ciclos
resultan de la interaccion entre los vectores, hospederos y condiciones
ambientales, y en el caso particular de las rickettsiosis se suma que el
cuadro clinico es similar al de otras fiebres tropicales como dengue,
influenza, malaria, leptospirosis, hantavirosis, zika y chikungunya, lo que
facilita el mimetismo y con ello el diagndstico errado que puede conllevar a la

muerte (LaBeaud, 2017; G. Valbuena, 2010).

El diagnostico de las enfermedades rickettsiales no es una tarea facil, por lo
que se ha convertido en un reto para los clinicos quienes tienen que
interpretar signos inespecificos, correctamente deducir y tratar estas
infecciones (Palmer, Azad, & Tan, 2012), mas aun cuando no existen
pruebas diagnosticas durante la fase aguda que sean de facil ejecucion en
laboratorios no especializados (Hidalgo, 2010). Debido a que las rickettsiosis
se presentan principalmente en ambientes rurales, donde son escasos o
nulos los equipos para el diagndstico, las unicas herramientas disponibles en

muchos casos para el dictamen oportuno son la epidemiologia y la



presentacion clinica (Hidalgo, 2011b). El reconocimiento y la respuesta a
brotes, particularmente en areas donde no se esperaban, son un reto aun
mayor para las entidades de salud publica (Palmer et al., 2012).
Considerando esto, fueron seleccionados los cinco municipios (Sampués,
San Marcos, Corozal, Sincelejo y Toluviejo) del departamento de Sucre
estudiados, los cuales representaban un escenario, como muchas otras
zonas de Colombia, en el cual era urgente realizar un estudio de
seroprevalencia que aporte informacion epidemiolégica que ayude a
direccionar el diagnostico, sobre todo cuando son prevalentes infecciones

febriles con sintomatologia similar a la de las fiebres manchadas.

Este estudio permitiéo establecer una seroprevalencia general de 6,3% para
las cinco zonas rurales del departamento de Sucre, usando la IFI de Fuller
Laboratories, porcentaje que no dista del reportado por Rios et al. en 2008
(7,8%), sin embargo, el aporte de este trabajo se basa en que la poblacién
estudiada fue diversa en términos de ocupacion, edad y género, asi como en
el mayor numero de muestras por localidad estudiada. Ademas, los hallazgos
indican que las particularidades de cada poblacion podrian determinar el
nivel de exposicion a Rickettsia y que no necesariamente se podrian
extrapolar los hallazgos de una zona a otra, a pesar de la corta distancia
entre estas. Por ejemplo, Cienaguita (Toluviejo) que se ubica en una zona
minera con influencia de Los Montes de Maria, fue donde se registré la

mayor seroprevalencia (32% por IFI- Fuller Laboratories) y justamente en



esta zona se ha reportado la presencia de A. cajennense y R. sanguineus
(Paternina LE, Datos no publicados) (Paternina, Paternina Gomez, Verbel-
Vergara, & Bejarano, 2012), reconocidos vectores de Rickettsia (Labruna et
al., 2011a). Esto contrasta con lo encontrado en Caracol, también zona rural
de Toluviejo, pero donde la actividad econdmica es la agricultura, en este
corregimiento se detectd solo una muestra positiva (3,3%) a pesar de
encontrarse a pocos kilometros de Cienaguita. En Sincelejo, que es un
municipio que pertenece a la subregion Montes de Maria y que al igual que
Toluviejo tiene influencias del sistema montafioso, fue el municipio con el
segundo mayor porcentaje de seroprevalencia, y también llama la atencion
que en los dos corregimientos estudiados el porcentaje de participantes
seropositivos fue marcadamente diferente (3,2% en Sabanas del Potrero y
13,3% en Chochd por Fuller Laboratories); el mismo patrén fue observado en
los corregimientos del municipio de Corozal (Tabla 4). La diferencia entre los
hallazgos en corregimientos del mismo municipio pueden deberse a que la
ecologia de Rickettsia esta determinada por factores ambientales y vectores
especificos que condicionan el establecimiento y la epidemiologia de la
rickettsiosis en diferentes regiones (Hidalgo, Faccini-Martinez, & Valbuena,
2013), lo que podria sefalar la necesidad de realizar estudios
epidemioldgicos en los distintos ambientes ecologicos y sociales de una

misma zona geografica.



Otro hallazgo interesante es la variacion en la deteccion de seropositivos en
cada localidad segun la prueba usada. En Corozal, por ejemplo, fueron
encontradas siete muestras positivas (10,1%) con la IFI del Dr. Labruna
mientras que soOlo fue detectada una (1,4%) mediante la IFI de Fuller
Laboratories; asi mismo se encontré que en Sampués fue detectado un
mayor numero de participantes positivos con la ELISA que con cualquiera de
las pruebas IFI (Tabla 4). Las distintas cepas usadas en cada metodologia
de IFI podria ser la razon de estos hallazgos, la IFI de Fuller Laboratories
emplea células Vero infectadas con la cepa Bitterroott de R. rickettsii, la cual
fue aislada a partir de Dermacentor andersoni en el estado de Montana,
Estados Unidos (Hechemy, Brouqui, Samuel, & Raoult, 2009), mientras que
la cepa usada en la IFI de Labruna corresponde a Taiacgu, aislada a partir de
la garrapata Amblyomma aureolatum en el estado de S&o Paulo, Brasil
(Pinter & Labruna, 2006). Diferencias en el vector y el origen geografico
pueden determinar variaciones en los antigenos en las membranas de las
bacterias, determinando justamente la identidad de cada cepa, en este caso
Bitterroott y Taiagu. La variacion fenotipica de R. rickettsii ha sido descrita, se
ha establecido una variabilidad en la capacidad de diferentes lineas celulares
de sostener el crecimiento de la bacteria, lo que puede alterar el fenotipo y
las caracteristicas bioldgicas después de continuos pases, incluida la
virulencia. Ademas se cree que las variaciones en el genoma que dan origen
a las diferencias fenotipica de las cepas de R. rickettsi podria reflejar la

divergencia producto de la separacion geografica y asociacion especifica a



sus garrapatas y animales reservorios (Hechemy et al., 2009; Paddock et al.,
2014). Adicionalmente, un analisis filogenético de 2392 nucledtidos que
incluian secuencias de dos genes (gitA and ompB) y tres regiones
intergénicas (RR0155-rpmB, RR1240-tlc5b y cspA-ksgA) de distintas cepas
de R. rickettsii, reportd diferencias entre las bacterias aisladas en Centro y
Sur América en comparacién a las encontradas en Estados Unidos,
indicando que si bien las cepa Taiagu y Bitterroot estan relacionadas también
existen diferencias filogenéticas (Labruna et al., 2014). Otro aspecto
importante en cuanto al fenotipo de las células rickettsiales, es la que las
condiciones fisioldgicas en las que se encuentren pueden provocar cambios
morfoldgicos relacionados con las proteinas expresadas en la superficie de la
membrana bacteriana, por ejemplo, en cepas virulentas de Rickettsia
rickettsii la lamina de proteinas de superficie paracristalina o lamina S, la cual
esta compuesta por las proteinas OmpA y OmpB, se observa como una zona
electro-luminosa discreta alrededor la célula rickettsial usando microscopia
electronica, cuando las bacterias se encuentran infectando garrapatas
alimentadas. Sin embargo, la lamina S no es detectada en bacterias de
garrapatas no alimentadas y resultan avirulentas, pero una vez las
garrapatas son alimentadas o incubadas a 37°C, la lamina S es restaurada y

virulencia también (Eremeeva & Dasch, 2009).

Lo anterior indica que son varios los factores que pueden determinar el

fenotipo de las cepas de Rickettsia, y aunque son necesarios mas estudios,



podrian explicar la diferencia en la seroprevalencia detectada con las dos
cepas de R. rickettsii empleadas como antigeno en las pruebas IFI
realizadas. Como se menciono anteriormente, ensayos con sueros referencia
de humanos son necesarios para estudiar la concordancia de las pruebas IFI
cuando se emplean cepas distintas de una misma especie de Rickettsia, 1o

cual podria redundar en los estudios de seroprevalencia y en el diagnodstico.

Las pruebas serologicas son empleadas como método confirmatorio de
infeccion o en estudios epidemiologicos de rickettsiosis, pues detectan la
infeccion de manera retrospectiva (Hidalgo et al., 2013). La evaluacién de
muestras pareadas (una durante la fase aguda y otra en la convalecencia)
mediante IFI es considerado el método de referencia, por lo que la
inmunofluorescencia es la principal técnica empleada para diagnéstico y
también en estudios epidemiologicos. A pesar que la ELISA es una
metodologia fiable y altamente sensible con la que también se pueden
evaluar un alto numero de muestras simultaneamente (Do et al., 2009;
Richards, 2012), tiene como desventaja la dificil purificacion de los
antigenos, mas aun cuando se trata de bacterias intracelulares como

Rickettsia.

En la ELISA empleada en este trabajo se utilizé como antigeno la proteina
externa de membrana B (rOmpB nativa) purificada de Rickettsia rickettsi,

este antigeno es una de las proteinas mas abundante en la membrana de



Rickettsia - GFM y contiene determinantes especificos de especie, grupo y
género ampliamente reactivos (Do et al., 2009; Yu et al., 2009), los cuales
segun Fuller Laboratories, fabricantes del estuche de ELISA empleado,
permiten que la prueba pueda detectar incluso sueros positivos para R.
parkeri 'y R. amblyommatis (antes R. amblyommii (Karpathy, Slater,
Goldsmith, Nicholson, & Paddock, 2016)), pero la reactividad cruzada con R.
felis y R. akari es menos marcada, y para especies del Grupo del Tifo no ha
sido detectada (Fuller Laboratories, 2005). Por otro lado, el proceso de
purificacion de la proteina puede alterar su conformacién nativa y con ello la
sensibilidad de la prueba puede verse afectada, por lo que es mas eficiente
en casos agudos o convalecientes donde el nivel de anticuerpos circulando
es mas elevado (Director de Fuller Laboratories PhD. Lee Fuller,
comunicacion personal, septiembre de 2015). Lo anterior podria explicar el
bajo nivel de concordancia entre las pruebas IFI y ELISA (0,125 con IFI-
Fuller Laboratories y 0,069 con IFI-Labruna), ademas se puede agregar que
en el caso particular de las pruebas desarrolladas por Fuller Laboratories, la
técnica ELISA es mas especifica que la IFl, puesto que con esta ultima se
observa una marcada reactividad cruzada entre los miembros del GFM,
incluyendo R. akari, y aunque es menos evidente, también presenta
reactividad cruzada con especies del Grupo del Tifo en titulos entre 8-32
veces menores que los de las especies infectantes (Fuller Laboratories,
2004), en comparacion a la prueba ELISA donde no se ha detectado

reactividad cruzada con este grupo (Fuller Laboratories, 2005).



A pesar de la discrepancia a nivel de concordancia entre las pruebas
seroldgicas empleadas, los resultados ponen de manifiesto la circulacién de
especies de bacterias del género Rickettsia — GFM en zona rural del
departamento de Sucre, por lo que son necesarios mas estudios para
establecer los vectores y los reservorios amplificadores, asi como la especie

0 especies de bacterias circulantes.

Otro aspecto evaluado fue la asociacion entre la seropositividad y factores
sociales y demograficos. En este estudio se hallé un soporte estadistico que
indica que cuando se comparan individuos que desempefan funciones
laborales relacionadas con la agricultura con personas que desempefan
labores domésticas, se encontrara un mayor numero de personas
seropositivas entre el grupo de agricultores. Esto podria fundamentarse en el
hecho que un agricultor tiene mas oportunidades de ser picado por una
garrapata infectada, debido a que durante el desarrollo su actividad laboral
puede tener mayores oportunidades de contacto con sitios de reproduccion y
muda de garrapatas. En un estudio anterior en el departamento de Sucre se
establecid asociacion de la presencia de anticuerpos con el género y la
ocupacion, siendo los hombres y el contacto con ganado vacunos factores
determinantes de seropositividad (Rios et al., 2008). La diferencia en los
resultados podria basarse en los criterios de seleccidon de los participantes y

en el tamafo de la muestra, pues en el estudio de Rios (2008) se



involucraron unicamente trabajadores rurales mientras que en la presente
investigacion se incluyd a participantes independiente de su ocupacion, con
el propésito de tener una vision mas amplia de la epidemiologia, de esta
forma se encontré6 que si bien la agricultura y la ganaderia fueron las
actividades con el mayor numero de individuos seropositivos, personas que
desarrollan otras actividades también fueron seropositivas.

Otra caracteristica de la poblacion estudiada, fue la mayor proporcion de
seropositivos entre los participantes que no tenian animales de granja en sus
viviendas al momento del muestreo. La ausencia de animales de corral en
las viviendas rurales probablemente favorece el contacto del vector con los
humanos, debido a que las garrapatas encontrarian en estos una fuente de
ingesta alternativa cuando los animales de granja no estan presentes,
mientras que cuando si lo estan podrian actuar como una barrera al ser
preferiblemente una fuente de ingesta para las garrapatas y no los humanos.
Cabe aclarar que son necesarios mas estudios para corroborar esta
hipdtesis, pues no se determind el historial de cria y mantenimiento de

animales de granja de los participantes antes del muestreo.

En otros estudios de seroprevalencia realizados en Colombia también se han
analizado factores demograficos de la poblacién, con el fin de establecer
asociacion entre estos y la seropositividad; sin embargo los resultados de los
distintos estudios varian en cada caso, asi por ejemplo en Villeta,

Cundinamarca, no se encontré relacion entre ninguna de las variables



analizadas y la presencia de anticuerpos (Hidalgo, Sanchez, et al., 2007).
Por el contrario, en el departamento de Antioquia la seroprevalencia se
asocio a la ausencia de acueducto en la vivienda (Quintero et al., 2013). En
Tuchin, departamento de Coérdoba, se encontré que todos los individuos que
presentaban anticuerpos eran mujeres que realizaban labores en casa y
mantenian constante contacto con animales (Barrera et al., 2015), por el
contrario en una poblacion rural de La Guajira, la variable sexo no fue un
factor determinante para adquirir la infeccién por Rickefttsia sp.,a pesar que
las mujeres presentaron mayor seropositividad (Ortiz et al., 2015). Un estudio
que involucré a tres municipios endémicos del noroccidente del pais, reporto
que vivir por mas de 16 afios en estas zonas incrementaba en un 79% la
posibilidad de presentar anticuerpos a Rickettsia-GFM, de igual forma se
encontré que tener pollos aumenta un 46% el riego de convertirse en
seropositivo si también se tenian caballos, de acuerdo al modelo estadistico
empleado en la investigacion (Londofio et al., 2017). Las variables
analizadas en estos estudios son diferentes, por lo que la disparidad en los
resultados podria explicarse por variaciones metodologicas y diferencias en

condiciones ecoldgicas y socioeconomicas de las zonas analizadas.



6. CONCLUSIONES

La seroprevalencia detectada (6,3%) comprueba la circulacion de bacterias
del género Rickettsia, Grupo de las Fiebres Manchadas, en ambientes

rurales del departamento de Sucre.

La proporcion de participantes seropositivos fue significativamente mayor en
los agricultores, en relacion a los que desarrollaban actividades domésticas.
De igual forma, la proporcién de individuos seropositivos que no tenian
animales de granja en sus viviendas fue significativamente mayor en

comparacion a los participantes que si tenian estos animales.

Debido a la diferencia en la seroprevalencia detectada en cada corregimiento
de acuerdo a la cepa de R. rickettsii empleada como antigeno en la
inmunofluorescencia indirecta, son necesarios mas estudios para establecer
si las variaciones a nivel de cepa son suficientes para variar la sensibilidad

de la prueba seroldgica.



7. RECOMENDACIONES

Una vez establecida la circulacion de bacterias del género Rickettsia - GFM
por estudios seroldgicos, es importante conocer la o las especies de las
bacterias circulantes y de las garrapatas que actuan como vectores, a fin de

determinar el riesgo real para la poblacion humana y animal.

Se recomienda incluir a las rickettsiosis en el diagnostico diferencial de
cuadros febriles, especialmente en personas procedentes de Toluviejo y

Sincelejo.

Estudiar la ixodofauna en municipios del departamento donde se desconocen

las especies presentes, asi como la seroprevalencia en humanos.

A la fecha no se registran estudios en poblacion animal doméstica y silvestre,
por lo que se recomienda hacer estudios para identificar qué especies de
vertebrados podrian estar participando como hospederos amplificadores de

las bacterias.
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Anexo 1. Consentimiento informado

Autorizacion para la obtencion de muestra de sangre para estudios
seroldgicos de rickettsiosis y recoleccion de ectoparasitos

Titulo del proyecto: Rickettsiosis en el Caribe Colombiano: seroprevalencia
en humanos, ixodofauna e infeccibn natural con Rickettsia en el
departamento de Sucre, Colombia

Investigador responsable: Eduar E. Bejarano, Universidad de Sucre.
Estimado(a) sefor(a):

Las rickettsiosis son enfermedades febriles causadas por la infeccion con
bacterias y transmitidas por garrapatas que afectan a todas las personas por
igual y que ocasionan enfermedades muy graves que pueden llevar a la
muerte. Es comun que estas enfermedades sean confundidas con Dengue,
entre otras. Es de mucha importancia que usted se involucre en nuestro
trabajo para determinar si su zona residencial se encuentra bajo riesgo
rickettsémico, por tal razon necesitamos de su autorizacion para la obtencién
de una muestra de sangre humana y la revision de sus animales en busca de
recolectar garrapatas. Si usted autoriza, se le tomara a uno o varios
habitantes de su casa una muestra de sangre venosa, asi mismo se realizara
una revision de sus animales domeésticos en busca de garrapatas que
puedan ser transmisoras de enfermedad, con el fin de determinar si las
personas que habitan en su hogar estan en riesgo de adquirir este tipo de
enfermedades, lo que beneficiaria a usted y a su comunidad. Su
participacion y la de su familia es voluntaria y gratuita. Si usted decide
declinar su decision, esta sera respetada. En caso de que usted desee hacer
una consulta sobre el estudio no dude en contactar al personal involucrado:
Eduar E. Bejarano, Universidad de Sucre, Tel. Cel.: 3003110659

Margaret Paternina, Universidad de Sucre, cel. 300 8404564

Si usted autoriza la participacion en este estudio, favor complete los
siguientes datos y conserve una copia de este documento.



Yo,

Nombre completo de la persona que entrega el consentimiento (cabeza de
hogar) Declaro que se me han leido y explicado detalladamente los objetivos,
los procedimientos y todos los aspectos relacionados con este estudio y que
tuve la posibilidad de hacer preguntas para aclarar mis dudas.

Acepto voluntariamente la participacidon en el estudio y sé que estoy en
libertad de retirarme cuando lo desee.

Firma de la persona que entrega el consentimiento
Cédula de Ciudadania No.

Nombre completo del profesional que obtuvo el consentimiento

Firma del profesional que obtuvo el consentimiento
Cédula de Ciudadania No.
Fecha: Dia ( ) Mes ( ) Afo ( )

Testigo 1
Nombre:
Firma:

Testigo 2
Nombre:
Firma:




Anexo 2. Encuesta epidemiologica

Informacién demografica, de la vivienda y conocimiento general de las garrapatas
Grupo de Investigaciones Biomédicas — Universidad de Sucre
Titulo del proyecto: Rickettsiosis en el Caribe Colombiano: seroprevalencia en humanos,
ixodofauna e infeccidén natural con Rickettsia en el departamento de Sucre, Colombia

Investigador responsable: Eduar E. Bejarano, Universidad de Sucre.

|. Generalidades.

Localidad:

Nombres: Apellidos:

Sexo: Edad:

Ocupacioén: Tiempo de residencia en la zona:
¢Le han picado garrapatas alguna vez en suvida? Si____ No____

¢ En qué parte del cuerpo ocurrieron las picaduras?

Si alguna vez le han picado garrapatas, indique la zona geografica en la que residia
cuando la/las picaduras ocurrieron.

Il. Conocimiento de la enfermedad.
¢ Sabia usted que las garrapatas transmiten enfermedades? Si____ No____

¢ Sabe cuales enfermedades?

¢, Ha notado la presencia de garrapatas al interior de la casa? Si No
¢, Ha sufrido fiebres durante los ultimos 6 meses? Si No
¢, Ha sido diagnosticada con Dengue en los ultimos dos afos? Si No

¢Algun habitante del hogar ha padecido dengue en estos ultimos dos afos?

Ill. Estado de la vivienda y actividades alrededor de ella.
¢,Cual es el material de la pared de su vivienda?

Actividades a las que se dedica:

Lugar donde suele trabajar:




¢, Qué animales se encuentran en la casa?

¢ En qué animales ha notado la presencia de garrapatas?

¢ Durante que época del afio son mas visibles las garrapatas?

¢, Qué animales silvestres ha observado alrededor de la vivienda?




