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RESUMEN

Introduccién: Las Rickettsias son un género de
bacterias Gram negativas intracelulares obligadas
causantes de muchas epidemias en el mundoy
son transmitidas principalmente por garrapatas,
pulgas, piojos y acaros. Las rickettsiosis son
enfermedades infecciosas reemergentes sin
vigilancia epidemioldgica en Colombia. Hasta
hace pocos afos Rickettsia rickettsi era la Unica
Rickettsia transmitida por garrapatas presente en
América; sin embargo, nuevas especies estdn
siendo descritas, y aunque su patogenicidad no
ha sido confirmada pueden ser consideradas
patdgenos potenciales.

Objetivo: Determinar la presencia de rickettsias
en garrapatas del departamento del Meta,
Colombia.

ABSTRACT

Introduction: Rickettsia is a genus of Gram-
negative obligate intracellular bacteria that cause
several epidemics around the world and are
transmitted mainly by ticks, fleas, lice and mites.
Rickettsiosis is a re-emergent infectious disease
without  epidemiological  surveillance in
Colombia. Until few years ago, Rickettsia rickettsi
was the only tick-borne Rickettsioses in America;
however, new species are being described, and
although their pathogenicity has not been
confirmed, they should be considered as
potential pathogens.

Objective: The aim of this study was to determine
the presence of rickettsial agents in ticks in the

state of Meta, Colombia.
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Material y Métodos: Se realizd un estudio

descriptivo de corte transversal, fueron

colectadas garrapatas y después de su
identificacion taxondmica, los genes gltA, ompAy
ompB fueron amplificados y secuenciados.

Resultados: Se obtuvieron un total de 169 grupos
a los que se les realizd PCR de los cuales 2 grupos
amplificaron para los genes gltA, ompA y ompB.
Conclusiones: Los resultados demuestran Ia
presencia de Rickettsia spp en garrapatas del

departamento del Meta.

Palabras clave: Rickettsiosis, IFl, PCR, Candidatus
Rickettsia colombianensi, Garrapatas, Colombia.

Material and Methods: A descriptive cross-
sectional study was conducted; ticks were
collected and, after  their  taxonomic
identification, gltA, ompA and ompB genes were
amplified and sequenced.

Results: A total of 169 pools were obtained to
which PCR were carried out, of which 2 PCR were
amplified for the gltA, ompA and ompB genes.
Conclusions: These results demonstrate the
presence of Rickettsia spp in ticks in the State of

Meta.

Keywords: Rickettsiosis, IFl, PCR, Candidatus
Rickettsia colombianensi, Ticks, Colombia
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INTRODUCCION
Las Rickettsias son un género de bacterias
obligadas
artrépodos hematodfagos como las garrapatas,

intracelulares transmitidas  por
piojos, pulgas y 4caros.!t) En las Gltimas décadas
ha habido un aumento de nuevas especies de
Rickettsia de patogenicidad desconocida, muchas
de ellas aisladas de garrapatas. Algunas,
previamente fueron consideradas no patégenas;
pero recientemente demostraron serlo para
humanos, tal es el caso de Rickettsia slovaca,
Rickettsia aeschlimannii, Rickettsia massiliae y
Rickettsia monacensis en Europa. Ademds, R.
parkeri perteneciente al grupo de las fiebres
manchadas reportado por primera vez en 1939,
demostrd 65 afios mds tarde ser patdgena. Estos
hechos demuestran que cualquier nueva
Rickettsia descrita en huéspedes invertebrados,
especialmente garrapatas, deberia ser
considerada potencialmente patégena para los
humanos.3)

La ecologia de las infecciones causadas por las
Rickettsias esta determinada por factores
ambientales y la presencia de vectores
especificos que condicionan el establecimiento y
la epidemiologia en diferentes regiones del
mundo.® Las rickettsiosis son una problematica
mundial, cuyo cuadro clinico se caracteriza por un
sindrome febril agudo con manifestaciones
cutdneas y sistémicas. La evolucion puede variar

desde una enfermedad febril indiferenciada a

MATERIAL Y METODOS
Se realizd un estudio descriptivo de corte
transversal, en el cual se recolectaron garrapatas
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manifestaciones hemorragicas con afectacion
sistémica de caracter grave. La sospecha clinica y
el tratamiento oportuno modifican la evolucién
de la enfermedad.®

En Latinoamérica, a pesar de que existen muy
buenas descripciones de estas afecciones desde
la primera mitad del siglo pasado, se puede decir
gue ha existido un silencio en las agendas de
salud publica posterior a su estudio y descripcion.
Sin embargo, con el reporte de nuevos casos de
Rickettsia
Centroamérica y otras zonas de Sudamérica

infeccién  por rickettsii  en
después de muchos afios sin su ocurrencia, y la
emergencia de casos humanos provocados por
otras especies de Rickettsia, se ha despertado un
gran interés por estas infecciones, debido a que
son potencialmente letales, y no distinguirlas o
sospecharlas puede conducir a la muerte.®

En la actualidad se estan describiendo candidatos
a nuevas especies de Rickettsia, que, aunque no
han probado su patogenicidad, deben
considerarse potencialmente como tales, por lo
que resulta fundamental una alta sospecha
clinicay la instauracion precoz de un tratamiento
adecuado, porque el diagndstico microbioldgico
puede tardar dias o semanas.®

El objetivo de este estudio es detectar la
presencia de Rickettsia spp del grupo de las
fiebres manchadas en garrapatas colectadas en el

departamento del Meta, Colombia.

mediante un muestreo no probabilistico por
conveniencia entre los afos 2013 y 2014, a partir
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de animales domésticos (caninos, bovinos y
equinos) de seis municipios del Meta (Acacias,
Puerto Gaitan, Puerto Lopez, Restrepo, Cumaral,
Villavicencio). En la capital, Villavicencio, se
recolectaron garrapatas en seis veredas
pertenecientes al area rural (EI Carmen, Servita,
Pipiral, Barcelona, Cocuy, La Cecilia) y en barrios
del drea urbana. La captura se realizd sobre el
hospedero (fase parasitica) de forma manual y

con pinzas entomoldgicas.
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Area de estudio

El departamento del Meta esta localizado en la
region centro oriental de Colombia, en el pie de
monte de la cordillera oriental entre 04254’25" —
01936°52” N, y 7194’38” — 74253’57” W (Figura
1). Esta regidn estd comprendida en la zona de
confluencia intertropical, la temporada de sequia
va desde diciembre a marzo y la época de lluvias
de abril a noviembre

¥

Venezuela

Brazil

Figura 1. Mapa de Colombia donde se resalta el departamento del Meta

Para la recoleccion de garrapatas sobre
vegetacién o en vida libre (fase no parasitica), se
utilizaron los métodos de arrastre y bandereo en
zonas de potrero y matorrales (Unica por cada
sitio de muestreo).l”)

Las garrapatas capturadas se depositaron en
tubos plasticos de 1,5 ml con alcohol al 70 % y

rotulados individualmente, teniendo en cuenta el

hospedero animal o sitio en el cual se realizé la
captura. Las garrapatas se enviaron al Instituto de
Investigaciones Bioldgicas del Tropico (IIBT) de la
Universidad de Cérdoba, donde se realizd su
identificacion por género y especie con el empleo
de claves taxondmicas fenotipicas.®) y la
deteccion y caracterizacion molecular de las
rickettsias.
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Las garrapatas se prepararon segun el protocolo
disefiado por el IIBT, que consiste en sacar las
garrapatas del alcohol y triturarlas con ayuda de
una cuchilla estéril, colocarlas nuevamente en un
tubo seco, llevarlas al bafio de agua a 569C,
durante 20 minutos, adicionar 250 pl de PBS al 1x
a cada tubo con los macerados de garrapatas y
volver a macerar hasta obtener un aspecto
lechoso, sin dejar pedazos grandes de garrapatas.
El macerado se utilizé para el procedimiento de
extraccion de ADN, para el cual se empled el
estuche comercial de Purelink DNA mini kit
(Invitrogen, California) y se siguieron las
recomendaciones del proveedor. El ADN
purificado se conservd a -20 2C hasta su uso.
Reaccién en Cadena de la Polimerasa a tiempo
real para deteccién del gen g/tA de Rickettsia spp.
Las muestras obtenidas del proceso de extraccién
fueron analizadas por PCR en tiempo real (PCR-
RT), en un termociclador LightCycler 1.5 de tres
canales (530, 640 y 705) de la casa comercial
Roche. Se utilizaron los iniciadores CS-5 (5’-GAG
AGA AAA TTA TAT CCA AAT GTT GAT-3) y CS-6 (5'-
AGG GTC TTC GTG CAT TTC TT-3), descritos por
Labruna.”® Estos iniciadores son especificos para
un fragmento de 147 pb del gen gltA, que se
encuentra en todas las especies del género
Rickettsia spp. y codifica la enzima citrato
sintetasa. Adicionalmente, se empled una sonda
de hidrolisis (6-FAM-
CATTGTGCCATCCAGCCTACGGT- BHQ-1), cuyo
analisis de deteccidén en la emision de luz de la
longitud de onda fue realizada en el canal de 530
del termociclador.

ISSN 1729-519X

La mezcla de reaccidon de PCR se prepard a un
volumen final de 20 plL. Cada reaccién presenté
los siguientes componentes: 4 uL de Master
TagMan (compuesta por FastStar Taq ADN
polimerasa, dNTPs y MgCI2 en concentracién
Optima) (Roche Diagnostic, Applied Science,
Mannheim, Alemania), 0,6 uL de cada uno de los
iniciadores [0,5 uM]; 1 pL de sonda [0,2 uM]; 8,8
pL de agua calidad biologia molecular y 5 pL de
muestra de ADN. Las condiciones de
termociclado fueron las siguientes: 1 ciclo de
95°C por 10 minutos, 40 ciclos de 952C por 10
segundos, 552C por 15 segundos y 729C por 15
segundos. Un ciclo final de 409C por 30 segundos.
Reaccibn en <cadena de la polimerasa
convencional para deteccion de genes gltA, ompB
y ompA de Rickettsia spp.

Las muestras positivas por PCR-RT fueron
amplificadas posteriormente por PCR
convencional, se usaron los iniciadores CS-78 y
CS-323 que amplifican un fragmento de 401 pb
del gen gltA. Asi mismo, se utilizaron los
iniciadores 120.2788 y 120.3599 que amplifican
un fragmento de 811 pb del gen ompB que se
encuentra en la mayoria de especies de
Rickettsia; y los iniciadores Rr190-70 y 190-701
gue amplifican un fragmento de 631 pb del gen
ompA, el cual se encuentra solo en las especies
gue pertenecen al grupo de las fiebres
manchadas.®

Las secuencias de los oligonucledtidos utilizados
para PCR convencional se describen en la (tabla
1), asi como las condiciones para los programas

de amplificacion.
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Tabla 1. Secuencias de oligonucledtidos y condiciones de amplificacidn para los genes gltA, ompAy ompB

. Tamaiio del
. . L. .. Condiciones de
Gen y Secuencias de oligonucleétidos (5°-3°) L fragmento Fuente
amplificacion
(pb)
95°C 3 min 1ciclo
Gen gltA
952C 15seg
CS78
, , 48°C 30seg 40
5’-GCAAGTATCGGTGAGGATGTAAT-3 el 401 Labruna et al. 2004
ciclos
CS323
, , 729C 30seg
5'GCTTCCTTAAAATTCAATAAATCAGGAT-3 . .
72°C 7 min 1ciclo
95°C 3 min 1ciclo
Gen OmpA
952C 30 seg
Rr 190.70
, , 50°C 30seg 40
5’-ATGGCGAATATTTCTCCAAAA-3 il 631 Roux 1996
ciclos
190-701 .
, 632C 1 min
5’-GTTCCGTTAATGGCAGCATCT-3 . .
72°C 7 min 1ciclo
95°C 2 min 1ciclo
Gen OmpB
952C 30 seg
120.2788
502C 30seg 40
AAACAATAATCAAGGTACTGT el 811 Roux 2000
ciclos
120.3599
682C 1:30seg
TACTTCCGGTTACAGCAAAGT . .
682C 7 min 1 ciclo

Las reacciones de PCR para la amplificacién de los
diferentes genes se prepararon de acuerdo con
los protocolos de identificacién de Rickettsia del
IIBT. Las mezclas de reaccién se prepararon a
volumenes finales de 50 pL. Para la amplificacidn,
se utilizdé la enzima Tag ADN polimerasa
recombinante (GenTaq, Colombia). La PCR se
desarrollé en un termociclador PTC-100TM (MJ
Research, Inc, Watertown, USA). Para cada
reaccion se incluyeron un control negativo (agua
grado biologia molecular) y un control positivo
(ADN de R. amblyommii proporcionada por el
IIBT).

Visualizacion de los productos amplificados

Para la visualizacion de los productos

amplificados se realiz6é una electroforesis en gel
de agarosa al 1,5 %. Posteriormente, los geles se
examinaron en un transiluminador (BioRad, CA,
EUA). El tamafio de los amplicones se determiné
por comparacién con el marcador de peso
molecular de escalera de 100 pb (Invitrogen, CA,
EUA).

Secuenciacion de los productos amplificados

Los productos de las PCR se purificaron mediante
el empleo del estuche de extraccién PureLinkTM
Quick Gel (Invitrogen) y se siguieron las
instrucciones de la casa manufacturera. Las
secuenciaciones se llevaron a cabo en Ia
compafiia de biotecnologia Macrogen Inc en
Corea del Sur y los andlisis filogenéticos se
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realizaron con MEGA (molecular evolutionary
genetics analysis) version 6; las secuencias
resultantes se compararon con las depositadas

en el GenBank (GenBank/EMBL/DDBJ) mediante

RESULTADOS

Las garrapatas incluidas en este estudio fueron
clasificadas en tres géneros: Riphicephalus,
Dermacentor y Amblyomma.

Deteccion molecular de Rickettsia spp. por
reaccion en cadena de la polimerasa en tiempo
real.

De 657 garrapatas incluidas en este estudio, se
conformaron 169 grupos que fueron analizados
por PCR-RT; en dos de ellos (grupos 18 y 19) se
detectd ADN de Rickettsia spp. (1,18 %). El grupo
18 estaba conformado por 16 larvas y una ninfa

de del

Amblyomma

garrapata género

Center for
MD,

la herramienta BLAST (National

Biotechnology Information, Bethesda,

USA). (1010

recolectadas en una pradera de la vereda
Barcelona del municipio de Villavicencio. El grupo
19 por seis larvas y una ninfa de garrapata del
género Amblyomma, recolectada en una pradera
del municipio de Puerto Lépez.

Deteccion de los genes gltA, ompB y ompA de
Rickettsia spp. por Reaccion en cadena de la
polimerasa convencional.

La PCR convencional para detectar el fragmento
del gen gltA mostré amplificacién en los dos
grupos de garrapatas de interés. (Figura 2).

401 pb

Figura 2. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5 % para la deteccién del gen gltA en los grupos de garrapatas. La linea Mp

corresponde al marcador de peso molecular (escalera de 100 pb). Las lineas 18 y 19 corresponden a los grupos de

garrapatas donde se observa amplificacidn, la linea marcada con C- corresponde al control negativo y la C+ al control

positivo.
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Amplificacion del gen ompB con los iniciadores
120.2278 'y 120.3599.

La PCR para la deteccion de un fragmento del gen
ompB solo mostré amplificacién en el grupo 19,
que se corresponde a garrapatas Amblyomma
recolectadas en una de las praderas del municipio

MPSOpb 18 19 c+ c-

de Puerto Lopez.

Amplificacion del gen ompA con los iniciadores
Rr190.70 y 190-701.

La PCR convencional para el gen ompA, de igual
manera a la anterior, solo amplificé a partir del
extracto obtenido del grupo 19. (Figura 3).

18 19 C+ C-

MP 50pb

811pb

Figura 3. Electroforesis en gel de agarosa al 1,5% para la deteccion del gen ompA y ompB en el grupo 19 de garrapatas. Las
lineas MP50 corresponden al marcador de peso molecular (escalera de 50 pb). La amplificacién de 631 pb corresponde al
gen ompAy la de 811 pb al gen ompB.

Identificacion de las especies de Rickettsia en las
garrapatas recolectadas

La secuenciacion de los productos de PCR
positivos para el gen g/tA indican que la secuencia

Pagina 494

obtenida para el grupo 18 presento 99% de
identidad con Rickettsia cepa Colombianensi y
con Rickettsia sp clon Necocli. (Figura 4).
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F. massiias (USETE)

R ipicephaii {US5r21)
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R peacoddi {DO100152)

R aeschimannil (IB5723)

R montanensis (LT4758)

R nckettsi (LSSTZE)

R aficae (USET23)

R paked {LS5T32)

R sibiica {55734

F. japonica {USET24)

R heillongisngensis (AB4T5)
R sowaca (LIEST25)

R a=istica (RB257T813)

R wmumes AT-1 (AFZ54855
Ricketzia tamuras isdste 180 citrate synthase gane partisl ods

Rickettzia =p. stmin Coombisnens cirate synthase (gitd) gene partal cds.
Uncuitured Rickettsis sp clone Mecedi 150 cirate synthase (ghta) gene partisl cds
R heletca (LESTZY

R i (AF2 10650

— R akai (USHTIT)
h I_J: Rt australis (UEST1E)
R prowazekii (M17145)
=L R typhi (U557 14)
R canadensis {USST13)
R belli (US3T1E)

R moultii [ JFT41365

= |_|: C Rickettsia ambhyommil (HUEE2435

a7 L R montsirai {JF283035)

Figura 4. Relaciones filogenéticas del gen 8™ de la muestra 18 (consenso 03 &), La historia evolutiva

fue inferida por el método de maxima verosimilitud basado en el modelo del 3 pardmetro de Tamura.

(10.11) Se calcularon los valores bootstrap para 1000 réplicas. Los Analisis evolutivos se realizaron en

MEGAS6. @ La secuencia incluida se muestra en el recuadro rojo.

Las secuencias nucleotidicas del gen g/tA de los
grupos 18 y 19 fueron idénticas entre si. La
secuencia nucleotidica del gen ompB del grupo 19

DISCUSION
Los miembros mas conocidos del genero
Rickettsia son patégenos humanos que se
encuentran asociados a artrépodos que se
alimentan de sangre y dentro de estos
artréopodos tal vez las mas importantes sean las
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fue 100% idéntica con Rickettsia sp. cepa
Colombianensi reportada en Cdrdoba (acceso
Genbank JF905456 y JF905457).

garrapatas ya que ellas son huéspedes
ancestrales para las rickettsias.('?)

En el presente estudio se detectd infeccion por
rickettsias, solamente en el género Amblyomma,

lo cual se corresponde con los resultados
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reportados por Kelly en 2006.83) La especie A.
cajennense es reportada como vector de R.
rickettsii especialmente en América del Sur.(4
Las garrapatas del perro Rh. sanguineus y D.
nitens, que son encontradas frecuentemente en
équidos, también han sido reportadas como
vectores de R. rickettsii.’® En Argentina se
reportd la presencia de R. massiliae en Rh.
sanguineus.'® y en un estudio realizado en Brasil
se aislé R. bellii en garrapatas A. ovale.!'”) En las
ultimas décadas las técnicas moleculares han
permitido caracterizar genéticamente nuevas
especies de rickettsia, que de acuerdo con los
expertos pueden ser consideradas con el estatus
de “Candidatus”
potenciales nuevas especies de Rickettsig.'®)

y son contempladas como

El nimero de microorganismos con el criterio de
“Candidatus” esta en aumento en todos los
continentes, la asociacidon de una bacteria con la
patogenicidad en humanos puede ser
encontrada, incluso 65 afios después como
ocurrié con R. parkeri, por lo tanto, todos los
Candidatus de Rickettsia deben ser considerados
como potenciales patégenos para el hombre.(19
En Centroamérica fue aislada Candidatus R.
nicoyana a partir de garrapatas colectadas de
murciélagos al igual que Candidatus Rickettsia
wissemanii y Rickettsia peacockii. Pertenecientes
al grupo de las fiebres manchadas.? De igual
forma en 2012 Miranda et al reportaron la
presencia de una nueva especie de rickettsia del
GFM, la nueva especie se denomind Candidatus
Rickettsia sp. cepa colombianensiy fue detectada
en Amblyomma dissimile, una garrapata
comUnmente encontrada en reptiles.?!) Aunque

faltan estudios para caracterizar mejor a

ISSN 1729-519X

Candidatus R. colombianensi, se considera un
potencial patdgeno, por el hecho de pertenecer
al Grupo de las fiebres manchadas, grupo
caracterizado

porque la mayoria de sus especies son patégenas
para el hombre. Otra razén para considerar
potencialmente patégena a Candidatus Rickettsia
sp., cepa colombianensi es que tiene una alta
identidad genética 99% con Rickettsia tamurae,
cuyo ADN fue aislado del drea de inflamacién en
el sitio de mordedura de garrapata en un
paciente japonés.(??)

Quintero et al. en 2017 encontraron a Candidatus
R. colombianensi en garrapatas que estaban
infestando  humanos, hallazgo importante
porque en estudios anteriores solo se habia
reportado su hallazgo en garrapatas que infestan
iguanas (lguana iguana) y una ninfa Amblyomma
colectada en la rata espinosa (Proechimys
semiespinosus).?3)

A diferencia de los paises donde hay estaciones y
el ciclo de las garrapatas depende de esto, en
Colombia, la ausencia de estaciones hace que la
actividad de las garrapatas sea constante y mayor
en la época de sequia que va de diciembre a
febrero aumentando la oportunidad de
encuentro entre el artrépodo y el hombre.14

La principal limitacidon de nuestra investigacién
fue el bajo niumero de garrapatas colectadas,
debido al cambio climatico que se presenté en la
etapa de estudio en que hubo un periodo
prolongado de lluvias, meses en los cuales no se
pudieron colectar garrapatas. Ademads, no se
pudo hacer colecta de los artropodos de otros
municipios del departamento debido a las

grandes distancias entre uno y otro.
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CONCLUSIONES
En conclusidon, se demostrd la circulacion de
Rickettsia durante el periodo de estudio en los
municipios de Villavicencio y Puerto Loépez vy
gracias a los andlisis moleculares basados en los
genes parciales gltA, ompA y ompB se logré
identificar por primera vez en el departamento
del Meta a Candidatus Rickettsia colombianensi a

RECOMENDACIONES
Es importante y necesario continuar con la
investigacion en  estos  municipios  del
departamento donde deben realizarse estudios
ecoepidemioldgicos que  contribuyan con
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