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RESUMEN

INTRODUCCION/JUSTIFICACION: Las rickettsiosis somfermedades de zonas endémicas que
tienen como condicionantes, factores socioecon@raciemas de epidemioldgicos. Resulta necesario
abordar los aspectos determinantes de su pres@antaoci nuestro pais, en donde la informacion es
escasa. El presente estudio describe algunos aspegidemioldgicos relacionados e incursiona por
primera vez en el Per( en intentos de caractedmad® especies circulantes de rickettsigsartir de
aislamientos de humanos y también de vectores geotes de localidades fronterizas de los
departamentos de Tacna, Tumbes, Loreto y Madreia® Polectados durante un estudio poblacional
previo para detectar prevalencia.

OBJETIVOS: Describir algunos aspectos caracteosticlinico-epidemiolégicos y gendmicos de la
circulacion de rickettsias durante los afios 2012042 en localidades de 4 zonas de frontera del
territorio peruano.

METODOS: Se analizaron datos clinicos y epidemicligy de individuos de diversos grupos etarios,
informacién almacenada en 1,657 fichas del estodivio, el cual contd con aprobacion por Comité de
Etica del Instituto Nacional de Salg@EI-INS) y utilizé consentimiento informado. Seactivaron y
propagaron aislamientos obtenidos de humanos @umnestudio previo, requiriéndose multiples
pasajes para obtener una carga microbiana aceplabtdién fueron usados macerados de vectores
(pulgas y garrapatas), obtenidos al momento deldista partir de perros y gatos, en las mismas
localidades estudiadas. Se hizo extraccion de ABMgl aislamientos y alternativamente de macerados
de vectores, se corrieron pruebas PCR para losdeng y gltA. Luego se procedio a purificar los
genomas para someterlos a secuenciamiento. Raaetéaepidemioldgica se evalud proporciones.

RESULTADOS: En promedio para las cuatro region&s3®B% de encuestados informé haber tenido
contacto con artrépodos vectores potenciales .8l % con animales domésticos y peri domiciliarios.
Los pardmetros edad, sexo fueron semejantes alarampndividuos de los 4 departamentos; se
evidenciéo predominio de regulares (62 %) a b&d@s%) condiciones de vivienda y saneamiento. El
22.6 % de los individuos con aislamiento positiemn asintomaticos, el 45 % no febriles, resultando
este hecho, no propicio para el estudio molecutar gonstituir una pobre carga microbiana. Se
evidenciaron, en primera instancia, bandas tenmdasecorridas PCR. Solo después de 9 a 10 pasajes
de propagacion se elevo la carga microbiana y kmotime se continla con los procedimientos
moleculares para las muestras humanas. Se tuva @&y empleando vectores epidemiol6gicamente
relacionados a los aislamientos en propagacioncuates dieron bandas especificas consistentes por
PCR, siendo sometidas a secuenciamiento, encoog@rtbmologia para la espeBkettsia felien
vectoresCtenocephalides canig Riphicephalus sanguinugo cual concuerda con estudios previos
realizados; ademas se encontr6 compatibilidad s especiesRickettsia sp.y  Rickettsia
endosimbiontegsta Ultimano reportada en Perdo cual amerita continuar con los estudios para
verificar éstos hallazgos.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS: Se incursiona por miianvez en el Perl en intentos de
caracterizacion de especies circulantes de ricketiartir de aislamientos de humanos procedentes de
localidades fronterizas. Cabe anotar que la estaad#n, implementacion, desarrollo y aplicaci@n d
técnicas biologicas y moleculares especializadasnwtivo de éste estudio es un aporte que foeedec

la capacidad institucional y nacional para lognarsistema de vigilancia eficaz de las rickettsi@sis
territorio peruano, basada en procedimientos derdadrio altamente eficaces, sensibles, especificos
de amplia accesibilidad, lo cual no seria posiblesse cuenta con la informacion necesaria aatzca
las caracteristicas biologicas, moleculares y epiolégicas del agente infeccioso involucrado.

Palabras clave: rickettsiosis, Per(, epidemiologiaaracterizacién molecular
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ABSTRACT

INTRODUCTION / RATIONALE: The rickettsial diseasesre present in areas with favorable
conditions such as socioeconomic and epidemiolbgicaracteristics. It is necessary to address the
determinants of presentation in our country, whafermation is scarceThis study aims to describe
some related epidemiological aspects and attengptsharacterize for the first time in Peru the
circulating species of rickettsiae isolated fromtigggts and also from vectors present in four
departments: Tacna, Tumbes, Loreto and Madre des, Didich were collected during previous
population-based study to detect its prevalence.

OBJECTIVES:
Describe some characteristic, clinical-epidemiatagiand genomic aspects of the circulation of
rickettsias during the years 2011 and 2012 in 4éoareas of Peru.

METHODS: We analyzed clinical and epidemiologicaitad from 1,657 individuals of various age
groups. The information was obtained from recorases in a previous study and past and present
studies received approval by the Ethics Commitfethe INS and used the same informed consent. In
addition, reactivated and propagated isolates flamans and also vectors macerated, obtained during
the previous study were used to perform DNA exivacand PCR tests for the htrA and gItA gene in
order to proceed the genomic sequencing and igehtfisolates.

RESULTS: On average for the four regions, 81.35 f%ndividuals reported contact with potential
arthropod vectors, and 56.5 % of them with domestid peri household animals. The parameters age,
sex and others were similar when comparing indaislof the 4 departments; the prevalence of regular
(62%) to low (27%), housing and sanitation condiiovere evidenced. 22.6 % of the cases with
positive microorganism isolation were asymptomatidividuals, 45 % of them nonfebrile, thus not
being good source for molecular study since theyllys have a poor microbial load. As consequence,
when human isolates were studied, in the firsiams¢, only faint bands were evident in the PORly
after 9 to1l0 passages performed to spread the bmtrtpad we could increase and continue the
molecular methods for the human samples. In therondnd, we were able to perform a molecular
sequencing of the vector analyzed. Sequence homaeleg found forRickettsia felisisolated from
Ctenocephalides caniand Rhipicephalus sanguinughis result agrees with previous studies. In
addition, we were also able to identify two speca@srickettsias, i.eRickettsia sp y Rickettsia
endosymbiontehis latter not yet reported in Peru; which watsams to continue the studies to verify
these findings.

CONCLUSIONS AND PERSPECTIVES: This is the firstattin Peru which attempts to characterize
circulating rickettsial species from human isolaft@sn different regions of our country. It should b
noted that standardization, development and impiéstien of specialized biological and molecular
techniques, during this study is a contributionsteengthen the institutional and national capatity
achieve an effective surveillance of rickettsiaadises in Peruvian territory. Based on procedugésyh
effective, sensitive, specific and broad accessilidb, which would not be possible if we do netve
the necessary information about the biological, enolar and epidemiological characteristics of
infectious agent involved.

Keywords: rickettsiosis, Peru, epidemiology, molaceharacterization
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Definiciones conceptuales

Rash maculopapular:erupcion dérmica de coloracién rosada, con fornegsi@ias, planas
(maculas) y pequefias protuberancias hinchadaslgsapu

Células Vero:linea celulacontinua de fibroblastos de rifidn de mono verdeaaio
(Cercopithecus aethiojps

Células C6/36:linea celulaestablede glandulas salivales de mosquiedes albopictus.
Genoma: material hereditario, ARN o ADN.

SecuenciamientoProcedimiento para obtencion de secuencias nudieasia partir de ADN.
GenhtrA: gen antigénico de 17-kDa

GengltA: gen de la enzima citrato sintetasa

GenompA gen de lgroteina A externa de membrana

GenompB: gen de lgroteina B externa de membrana

Gen 23S rRNA gen de la sub-unidad 23S del ribosoma bacteriano

HtrA: proteina codificada por el gen htrA

Abreviaturas

aa: aminoacido

ADN: Acido desoxiribonucleico

ATCC: American Type Culture Collection

pb: pares de bases

CDC: Centers for Disease Control and Prevention (CatgrGontrol y Prevencion de
Enfermedad de Atlanta-EEUU)

EEUU: Estados Unidos de Norteamérica

EMEM: Medio Esencial Minimo con sales de Earle

FMB: fiebre maculosa brasilefia

FMMR: fiebre manchada de las Montafias Rocosas

IFI: Inmunofluorescencia indirecta

INI: Instituto Nacional de Infectologia Evandro Chagas

IPEC: Instituto de Pesquisa Clinica Evandro Chagas

INS: Instituto Nacional de Salud

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa

RT: Transcripcion reversa

SFGR: Spotted fever GrouRickettsia (Rickettsias del Grupo de las Fiebresdadas)
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1. INTRODUCCION

Las bacterias aerdbicas del génBiokettsia,familia Rickettsiaceae, orden rickettsiales (1)
pueden causar un grupo de infecciones denominagla&rigamente como rickettsiosis, las
cuales son enfermedades febriles de caractemsisteque se desenvuelven dentro de una
compleja dinamica que involucra caracteristicaged¢ores, hospederos y ambientes bioticos y
abidticos, pudiendo afectar a personas de todasdades, independientemente de su estado
inmune. Los sintomas clinicos incluyen fiebre deldecimiento subito o insidioso, severa
cefalea y malestar general, aunque también catudreia desarrollan mialgia, nausea, vomito

y fotofobia, a veces erupcion maculopapular qugmsivamente se generaliza (2).

No todas las rickettsiosis son igualmente seyexan cuando sus mecanismos patogénicos
son compartidos entre especies, esto se explicalifyencias en la virulencia de dichas
especies y en factores relacionados con el ve¢toias especies del géndRickettsia(R.) son
altamente patogénicas; por ejempto rickettsij el agente de la fiebre manchada de las
Montafias Rocosas (FMMR)R. prowazekjiel agente del tifus epidémico.

La definicion de la familidRickettsiaceaeesta basada principalmente en caracteres feragipic
no especificos, no obstante durante los ultimoaiiks, el secuenciamiento de los genes y la
filogenia genética han cuestionado profundamentedtasificacion (1), habiéndose propuesto
varios escenarios relacionados con la evoluciéta gmtogénesis de las rickettsibss cuales
van desde la pérdida de genes conducente a viralé@asta la adquisicion de factores de
virulencia, seguido por una modificacion graduati@da simbiosis (3). Es probable que
ningun escenario por si solo explique la evoludéna patogénesis para rickettsias, ya que han
desarrollado estrategias de manipulacion de hospeadeultiples para su supervivencia y la
diversificacion observada refleja una evolucionuetiya que mantiene cambios en tamario y

composicién gendmica, permitiendo emerger nueagscteristicas inter especies (4).

La distribucién global de los patogenos ricketesal varia de acuerdo a la densidad y
distribucion de los vectores predominantes y lasillanl poblacional de los hospederos
reservorios, manteniendo caracter endémico engdiseegiones del mundo. La expansion en
las poblaciones de vectores puede introducir agenmigkettsiales hacia nuevas areas
geograficas (5). En general, las rickettsiosis remonocidas como problema de salud para los
viajantes (6). Se le considera problema sanitddgoimpacto en la poblacion de diversas
regiones del mundo a pesar de su relativamentgbayalencia, con tasas de letalidad entre 25
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y 62.5%, especialmente en personas infectadasraiamiento o cuando éste se inicia
tardiamente y depende de la edad de los paciegegunidad del tratamiento entre otros
factores (7).

Las condiciones de vida de las poblaciosas hogar en todo el mundo, tales como refugiados
de conflictos bélicos, o victimas de desastresrak&s proveen condiciones propicias para la
diseminacién de los vectores responsables de hanrigidon de éstas enfermedades (piojos,
pulgas, garrapatas y acaros), lo cual es frecuemiemsubestimado (8, 9). En décadas
recientes, los movimientos de poblaciones porclassas mencionadas o asociados con
aumento en tamafo y densidad poblacional y polpersistente (barriadas peri-urbanas en
expansion) llevan a condiciones anti-higiénicaseyhdcinamiento y a la proliferaciéon de
vectores (8, 9, 10, 11). Se puede afirmar quedndmetros epidemioldgicos sobre magnitud y
vulnerabilidad basados en incidencia de enfermeda&ettsiales en Ameérica Latina no
incluyen la participacion de diversos aspectos aoseados en cuenta para evaluar riesgos ante
estas enfermedades y su verdadera trascendefgia (1

Las rickettsias tienen la capacidad de reteneridnes metabodlicas a partir de las células
hospederas procedentes de reservorios mamiferasngros, presentando una variabilidad
natural que es considerada como la responsabbsdéférencias relacionada a la severidad de
las infecciones en humanos en comparacion a lagpeesentan en otros mamiferos (13, 14).
Esta variabilidad en comportamiento biolégico y Haterogeneidad observada en sus
caracteristicas moleculares, impiden establecémpetros adecuados para su identificacion y
clasificacién taxondmica, por lo que resulta nedesao solo su caracterizacién en aspectos
bioldgicos, sino también en su estructura genétiotecular en relacion con los perfiles

clinicos y epidemiolégicos que exhiben las infepemrickettsiales (11).

El empleo de pruebas moleculares para vigilar &ieidn de nuevas especies de Rickettsias ha
proporcionado, en muchos paises, valiosa informaaa&rca de la distribucion geografica de
las rickettsiosis y la asociacion entre agentecgorecon miras a una mejor comprension de la
epidemiologia de estas enfermedades a fin de comarecomendaciones para su prevencion y
control (12, 15).

Para determinar la prevalencia y distribucion de patogenos rickettsiales alrededor del

mundo, los cientificos han confiado mas y mas emdenicas moleculares adicionalmente a los
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meétodos seroldgicos y cultivos. La facilidad de Bopy sensibilidad/especificidad de las
técnicas moleculares tales como la tipificacionsdeuencias multilocus han conducido a un
incremento en los reportes de la deteccion e iifeattion de nuevas y viejas rickettsias en

regiones endémicas nuevas y previamente conodidas (

La epidemiologia molecular de las enfermedadescéideas integra los principios de la
epidemiologia y la biologia molecular. La descidpcicontemporanea se enfoca en la
contribucién de los factores de riesgo genéticosngdioambientales, identificados a nivel
molecular, a la etiologia, distribucion y prevemcibe enfermedad. En 1989, Balayeva fue la
primera en usar el concepto de epidemiologia mtdecpara las enfermedades rickettsiales.
Ella, a fines de los 80, propuso usar los desmienitos mas recientes en laboratorio cientifico
para investigar la epidemiologia de las ricketesoues percibié que los cambios en su
incidencia y distribucion geografica serian aclasadl discriminar entre aislamientos bien
conocidos y los nuevos aislamientos, basados eacteaisticas genéticas y fenotipicas
estandarizadas, y bases de datos referencialedada$i. Tales ideas y principios estan
actualmente en concordancia con las modernas aples de la epidemiologia molecular.
Han sido utilizadas para caracterizar la dinamicaransmision de la enfermedad, la

discriminacion entre aislamientos diferentes entifieacion de nuevos patdgenos (16).

Actualmente muchos paises llevan a cabo la ina36g de nuevas especies de rickettsias
empleando técnicas moleculares de avanzada dad#pléud del perfil epidemioldgico de éste

grupo de enfermedades, que amerita alta sensibilidespecificidad en procedimientos para
estudiar la historia natural de especies patogénjcka dinAmica de la enfermedad en sus

diversas presentaciongl/, 18, 19, 20).

Desde su creacidén e implementacion, las técniadeaulares han sido instrumentos muy
Gtiles para estudios epidemioldgicos sobre origebrdtes y distribucion de subtipos de cepas.
La experiencia indica que el empleo difundido dag$écnicas en todo el mundo ha podido
cambiar considerablemente las nociones y concepkistentes acerca de la ecologia,

epidemiologia y presentacién clinica de muchassleitkettsiosis (21)

También como consecuencia de su utilizacion durastéltimos 30 afios se ha podido llegar
al descubrimiento de mas de 20 rickettsias reaéonocidas y se ha podido aclarar varias

interrogantes epidemioldgicas de larga data ackrda heterogeneidad clinica y distribuciones
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geograficas inusuales de muchas de las enfermedalletsiales historicamente reconocidas,
elevando el reconocimiento global de las enfermesladctkettsiales y el impacto que estas
infecciones tienen sobre una considerable propord& la poblacion mundial (15). En la
actualidad, los codigos genéticos Unicos para uadale las especies, subespecies, y cepas de
rickettsias provee del fundamento para el diagodstbnfirmatorio y epidemiologia molecular

de las rickettsiosis y representan la piedra anglel descubrimiento de estos patdgenos. A
continuacion, algunos estudios precedentes de teawacion molecular para distintos

escenarios en todo el mundo:

Algunos factores que determinan la dinamica derildsettsiosis, como la competencia y
capacidad vectorial, la ecologia del vector, ekessp de hospedadores vertebrados que actian
como potenciales reservorios y/o amplificadoreiadeickettsias, y la naturaleza de la relacion
vertebrado-rickettsia, han sido incluidos y anaos en trabajos recientes realizados en
Sudamérica, particularmente en Brasil (22). En sstéido, los mayores avances se produjeron
en el conocimiento de la ecologia Be rickettsii En Argentina y Uruguay los estudios
realizados tratan principalmente sobre ecologiaeteation deR.parkeri en el vector, la
garrapataA. triste pero a la fecha no se han realizado estudioggidemiologicos integrales
(23, 24), lo cual se considera pertinente no gmoa el Cono Sur, sino para toda
Latinoamérica, a fin de incluir de manera integlas$ variables asociadas al agente, al vector,
al hospedero vertebrado, y al ambiente donde est@sismos interactian entre si y con los

seres humanos (25).

En el presente siglo, han sido descritas siete asu@species de Rickettsias que infectan
garrapatas en Sud Ameérica (26). De éstas, coantecdescripcion en humanos, eRtéelis
cuyo vector conocido son las pulg@senocephalides spp Esta infeccion rickettsial fue
confirmada en humanos por métodos moleculares ¢2R) subsiguiente deteccion molecular
en el vector (2B Esta rickettsia esta incluida en el grupo SH@® y se ha confirmado que

infecta garrapatas (30).

Para muchas de las rickettsiosis prevalentes erriéanatina, al ser dificiles de diagnosticar,
debido a la presentacion clinica no-especificaiahique lleva a desorientacién clinica y
confusién diagndstica con infecciones virales, seacun problema critico, pues de ser

detectadas pueden tratarse oportunamente conddictigi evitando resultados fatales (15).
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2. ASPECTOS TEORICO-CONCEPTUALES

2.1 Antecedentes de estudios epidemioldgicos y emllares sobre rickettsiosis en
las Américas

En general, se sabe poco acerca de la carga denedfed por afeccion rickettsial y sus ciclos
de transmision en muchas regiones tropicales detimparticularmente en Sud América (31).
Probablemente la severidad de la enfermedad esrneaye habitantes de estas regiones a
consecuencia del acceso limitado a una adecué@d@structura para el cuidado de la salud,
incluyendo laboratorios de diagndstico y tratanoerdntibiotico (14). Las similares
presentaciones clinicas y la distribucion supesfauedel patdégeno puede conducir a
diagnéstico errado de las infecciones rickettsia®mn virus dengue o leptospirosis,
ocasionando sub notificaciones cronicas. La infaiéradisponible sugiere que la transmision

de algunas rickettsias es mas prevalente que tatagia (22, 32).

A continuacion, se incluye una breve revision azeke las rickettsiosis en la region americana:
Muchas de las rickettsiosis en América Latina soferenedades desatendidas al no ser
regularmente incluidas en el diagndstico diferdraa otras febriles (13), siendo la FMMR la
mas conocida. Dos tercios de los casos de FMMR,ogueren en los Estados Unidos de
Norteamérica (EEUU) se dan con mayor incidencia, en menores de 1§ aifs entre 5y 9
afnos, con riesgo de complicaciones, y con 3% emaficad actualmente. Los casos suelen ser
mas frecuentes en primavera y verano cuando hapmaayividad de vectores (33). Segun
datos del CDC (Centers for Disease Control and dPtéan) de Atlanta, la incidencia de

FMMR incremento significativamente en los ultimd®a.

Un devastador brote de fiebre manchada de lasdflaatRocosas que ocurrio durante 2008-
2009 en Mexicali, México, compartio varias caresteeas epidemioldgicas y entomologicas
con un gran grupo de casos que se dieron variagsaifiess en una comunidad Navajo al este de
Arizona. Ambos eventos fueron desencadenadosr@oalbundancia de perros libres callejeros
y poblaciones masivas de garrapabipicephalus sanguineusn los ambientes peri
domiciliarios. A consecuencia de las similitudeseambos brotes, reconocidos con 5 afios de
diferencia y separados por una distancia de apemamente 450 km, se emplearon ensayos de
tipificacion molecular para evaluar muestras de AENR. rickettsiiobtenido de garrapatas y
de pacientes enfermos en ambas localizacionesnélisia detallado de 3 regiones variables

intergénicas, usado previamente para caracteddastlos aislamientos conocidos de
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R. rickettsii, dio los datos necesarios para determinar quertiiedvode FMMR en Arizona y
Mexicali fueron eventos independientes que invahban cepas genéticamente diferentes de
R. rickettsii(34).

En otro estudio, realizado en los Estados Unidosleafio 2010, fueron colectadas 198
garrapatas adultas en 4 localidades de la Costéal® de la Florida y Mississippi; 28% de
estas garrapatas estaban infectadasReoparkerj y 2% estaban infectadas con una nueva
especie del grupo de las fiebres manchadas (SHGiBgisiete aislamientos dR. parkeri
procedentes de muestras individuales fueron cdkiisan célulagero EG sin éxito. Se realizd

la caracterizacién genética parcial de la nuevaa@spSFGR revelando identidad con varias
recientemente descritas, incompletamente caraati&®z y no cultivadas SFGR, incluyendo a
“CandidatusRickettsia andeanae” Rickettsiasp. Estos descubrimientos sugieren que cada

una de estas “nuevas” rickettsias representarimilmas especies (35).

Al sur de California (EEUU), en el afio 2012, sedle cabo una evaluacion medioambiental
cuyos resultados condujeron al reconocimiento ddéoaa recientemente emergente de tifus
murino, describiéndose una considerable infestad@na zarigtieyaPidelphis virginiana
Kerr, con pulgas de gat@tenocephalides feli®€n area suburbana. Se colectaron y analizaron
muestras del reservorio animal y del vector en bédg de ADN bacteriano de dos agentes
rickettsiales transmitidos por pulgaRickettsia typhiy Rickettsia felis Esta ultima fue
comunmente detectada en pulgas colectadas enetidaarea, mientras que typhifue
encontrada a una prevalencia mucho menor en ladestide solo 7 de 14 casas de pacientes
identificados. Se detect6 ADN de. felis pero no de R. typhj en tejido renal, hepatico, y
pulmonar de zariglieyas. Por el contrario, no hubgim hallazgo hematolégico por reaccion
en cadena de la polimerasaRlefeliso R. typhien zarigueyas, ratas, y gatos dentro del area
endémica estudiada. Estos datos sugieren una piidadtsignificativa de exposicion humana

a R. felisen el area estudiada; no obstante, la enfermedasada por este agente no es
reconocida por la comunidad médica, y puede seve@cpadamente diagnosticada como tifus

murino empleando métodos seroldgicos no discriraima (36).

En Sonora (México), durante el ultimo lustro seiseq letalidad entre 8% y 17.8% con
tendencia ascendente dada la condicion de re enwdagde la enfermedad en especial en nifios
(7, 37).
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En el aflo 2010, en dos distritos de San Jose, Rissa fueron colectadas garrapatas adultas
(Amblyoma cajennenpale caballos, y pulgagC{enocephalides felisjie perro, las cuales
fueron individualmente procesadas para aislar tisies en cultivo celular. Lograron aislar en
célulasVerg Rickettsias a partir de garrapatas y en cél@lés36 a partir de pulgas. Los
aislamientos a partir de garrapatas fueron ideatifos genotipicamente conRickettsia
amblyommij y el aislamiento a partir de pulga fue identificacomoRickettsia felisnediante

el secuenciamiento del ADN de porciones de los gemiettsialegItA, ompA y ompBde
cada uno de los aislamientos. Ademas se demostsenqria de ADN rickettsial en los
especimenes no cultivados. Fueron secuenciadosprioductos amplificados de éstos
especimenes y se demostrdé que también correspoatimkettsia amblyommiiSe encontro
gue en total, el 66.7% (10/15) de las garrapatatteadA. cajennensestaban infectadas con
rickettsias Este es el primer reporte de un aislamiento exites cultivo celular deRr.

amblyommiiy R. felisen América Central (38).

Para Sudameérica, reportes de enfermedad humanadeacrickettsias han estado limitados a
casos esporadicos de enfermedad severa (fieomehada de las Montafias Rocosas y fiebre
manchada brasilera) resultantes de infeccion Roickettsii transmitida por garrapatas en
Brasil, Colombia, Argentina, México, entre otrosiges (39, 40, 41, 42, 43, 44). Lla
enfermedad puede exhibir un alto rango en moddjigstimado en 20 % en ausencia de

adecuado tratamiento antibiético y aun en 5 % deeptes que si recibieron antibiético (45).

En Colombia, las enfermedades causadas por s@®fueron descritas por primera vez en el
afo de 1937, cuando se present6 un brote epidérico sindrome febril severo, el cual tuvo
una letalidad del 95 % en el municipio de Tobia,nloamarca. En ese entonces, se
identificaron bacterias compatibles daitkettsia sggomo el agente causal del sindrome, y a la
forma clinica observada se le llamé fiebre de Tohia afios recientes se presentaron tres
brotes sucesivos de enfermedad por rickettsiagesnnunicipios al noroeste de Colombia.
Estos se manifestaron como sindromes febriles amibados de hipotension, choque vy falla
respiratoria aguda y tuvieron una alta letalidawl.tédos ellos se identific6 mediante pruebas
moleculare®R. rickettsiicomo el agente causal de los casos fatales (42).

En el Brasil, en el periodo entre 1998 y 2010 foermtificados 391 casos de fiebre maculosa
brasilefia (FMB), con un nimero maximo de 64 casogleafio 2009. Entre los mdltiples
factores implicados en la epidemiologia de la FMuyen factores ecoldgicos y climaticos

sobre el ciclo de vida de los vectores, hospedereservorios, lo que a su vez influye sobre la
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distribucion temporal-espacial de la enfermeddl).(2Se reconoce que la gravedad de esta
enfermedad y su creciente importancia en saludigallpara este pais, no es solo por la
identificacién de nuevos casos sino también elnmecer que la incidencia y distribucién son

mayores de lo que se imaginaba previamente (32).

Al sur de Brasil donde es comun encontrar fiebraaghada causada por rickettsias, en el afio
2013, un viajero que arribaba procedente de Pdrtagsarroll6 un sindrome febril
hemorragico fatal diagnosticado como rickettsiakgsla fiebre manchada. Lograron aislar el
agente, el cual fue identificado coRakettsia conorii conorial secuenciar genes rickettsiales
(46).

En el Peru, durante los ultimos 20 afios ha ocutifds epidémico ligado al piojo. Un brote de

tifus epidémico ocurrio en Cusco, en dos comunisladeales en 1985 (47). Desde 1989
hasta 1999, se da notificacion de casos de tifileyico distribuidos en los departamentos de
Ancash, Arequipa, Cuzco, Huanuco, Piura y Punoi €a%% de los casos de tifus epidémico
estuvo concentrado en dos provincias del Cuscosp@ainchis y Paucartambo, con una

poblacion combinada de 120,000 personas (48).

Tres brotes de tifus fueron investigados entre dvidgy 1997 y Abril de 1998 en la provincia de
Quispicanchis en el Cusco (49). Otras rickettsiggson investigadas en Perd, como el tifus
murino descrito en pacientes procedentes de laimmiavde Huari, en el departamento de
Ancash (50), yRickettsia felis identificada enCtenocephalides caniqulgas de animales

domeésticos, asociadas con casos sospechososudentifrino en hogares de los Andes

Peruanos (51).

Existen reportes sobre circulacion de rickettsi@sis distribucion preferente en localidades
con caracteristicas favorables a la presencia d¢ores (piojo del cuerpo, pulgas), y
reservorios animales (roedores, perros, gatos,umafes, etc.), sin coberturas adecuadas de

prevencion por lejania de las zonas en riesgolidtackes marginales, periféricas.

Estudios realizados (50, 52, 53, 54) han remardadevidencia serolégica de infeccién en
algunas localidades de los departamentos de Lokktanuco, Cusco, Ancash, entre otras,
tanto en pacientes asintomaticos o sintomaticoscaadro febril indiferenciado. La vigilancia

intensiva a nivel de regiones para casos clinieogsda patologia ha puesto de manifiesto la
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importancia que tiene este grupo microbiano comentag etioldgico de muchos cuadros
febriles inespecificos.

2.2  El agente infeccioso

Las bacterias del génemickettsia pertenecientes a la familia Rickettsiaceae dekerord
rickettsiales (1), subdivision alfa de la clasetBobacteria (55), son intracelulares obligadas
(56), Gram- negativas, pequefas, aerobicas, deafopcoide, bacilar o pleomorficas, miden
de 0.3 a 0.7 um x 1.5 a 2.0 um; sin flagelosadest, en pares, cadenas cortas o filamentos
(figura 1).

Figura 1: Observacion microscépica de las rickettsis

A: Microscopia Optica dRickettsia conoribbservada en cultivo de células Vero a 1,000X.
Fuente:Rovery C, Brouqui P, Raoult D. Questions on Mediteean spotted fever a

century after its discovery. Emerg Infect Dis 14&3pt 2008

B: Microscopia electronica dRickettsia typhicreciendo libre en el citoplasma de células
cultivadas, en division por fision binaria despdéssu liberacion de los fagosomas.
Fuente:American Society for Microbiology-MicrobeLibraryg Rickettsia, Obligately

Intracellular Bacteria, Pathogenic for Humans, 2007

Se dividen por fision binaria. Su genoma: DNA desdeévib (de laR. prowazek)i hasta 1.2
Mb (de laR. conori). Setenta i seis por ciento del genoma codifica @84 proteinad.os

genes con importancia diagndstica son: 17kd, 16SRitfato sintetasa, romp B, romp A
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(57). Se han identificado numerosas especies egrstis artropodos (11). Hay reportes

recientes para anélidos hirudineos y amebas (58).

Clasicamente, se ha clasificado a las ricketts@§genas en dos grupos (1): grupo tifus (TG)
conformado porRickettsia prowazekily Rickettsia typhi cuyos vectores son los piojos
(Pediculus humanugsy las pulgas, respectivamente y, grupo de ldgdge manchadas (SFG),
compuesto por mas de 20 especies, que tienen ceaor\a las garrapatas (59). Existen otras
especies con caracteristicas antigénicas y gesdingulares, 1o cual impide su inclusion en
alguno de los dos grupos sefalados (TG o SFG)k sba Rickettsia belliiy Rickettsia
canadensisreportadas en garrapatas del continente ameri&@n®ebido al descubrimiento
de una variedad de nuevas especies en diversOpatss terrestres, la mayoria de vida libre y
también por los andlisis genéticos de plasmidosoceindeRickettsia felisel génerdrickettsia

ha sido reclasificado en diferentes grupos: TG, ,S§@Gpo transicional (TRG), grupo bellii

(BG), grupo canadensis (CG) y otros grupos bageos

Producen infecciones sistémicas con compromiso ipente del endotelio vascular lo cual
conduce a enfermedades de severidad variable,adgleellas potencialmente fatales como el

tifus epidémico y la fiebre manchada de las morgtadieosas (34).

La clasificacion de las rickettsias incluye al Grupifus con sus representantes, el tifus
exantematico, causado p@®&ickettsia prowazekiiconocido por su alta morbi-mortalidad
durante brotes epidémicos (48) y el tifus murireysado porR. typhienfermedad zoondtica
de distribucion mundial, cuyo ciclo clasico de #@awsion tiene como vector a la pulga de la
rata Xenopsillacheopisy como reservorios a roedores sinantropiddas musculusRattus
rattus o Rattus norvergicug61). Andlisis moleculares han involucrado a ldggaudel gato
Ctenocephalides felisomo vector (62) y la zarigiey2idelphys virginianacomo huésped de
R. typhi(63). Otro Grupo de rickettsias, es el de lasbiei® Manchadas, que son transmitidas
principalmente por garrapatas del grupo Ixodidaaras o pulgagfigura 2), y agrupan a
varias especies, entre las mas comunes, y querpuadsar enfermedad en las Américas, estan
Rickettsia rickettsi, R. akafR. coonoriy R. felis(36, 61, 64).
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Figura 2: Dos vectores implicados en la transmisiéde las rickettsiosis

A) Garrapata del perf@hipicephalus sanguinuBuente:The TickApp for Texas and the Southern
Region. The Texas A&M University System, 2011.

B) Pulga del gat€tenocephalides felifFuenteEDPA (Esame Diretto delle Polveri Ambientali)
Collezione Urania Entomofauna del mondo SRL, 2010.

Con relacion a los métodos de diagnostico molecdéalas enfermedades rickettsiales en
general, se han enfocado en la identificacion ded&proteina de 17 kDa y de rOmpB, por
técnicas inmunoldégicas (IFl) y moleculares (PCHPara rickettsias del grupo de las fiebres
manchadas, la caracterizacion de especie se rqaizd&?CR y fragmentos de restriccion

polimorficos (RFLPs) de la proteina rOmpA (60).

El gen que expresa rOmpA ha sido identificado esi walos los miembros del grupo de las
fiebres manchadas (65). El analisis de la secaenaileotidica del gen rOmpA sugiere que es
una proteina transmembrana, que consiste de vagames hidrofilicas que son externas a la
bacteria. Presenta un peso molecular de 170 a88ykuna correlacion genética que ha sido
estimada revelando unidades de 72-75 aminoaciddificamlos por una region repetida. Esta
variabilidad genética entre especies de Rickettsiaspermitido su empleo como una
herramienta atil en la caracterizacion moleculaémaire inter especies (46). El gen de rOmpA
de R felis codifica para una proteina de menor tamafio (60&) ky con un contenido de

aminoacidos diferente a las regiones repetidasrodd@s en la proteina rOmpA de otras

especies (66).
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La proteina rOmpB tiene un peso molecular de 13&, kiDnque siempre se ha referido a ella
como una proteina de 120 kDa debido a su movilidettroforética en su forma no
desnaturalizada. Esta proteina de membrana es rapooente de la capa superficial de la
membrana, y a pesar de que el gen rOmpB pudierificandoara una proteina de 168 kDa,
existe evidencia que la proteina es modificadaahgsherar una proteina de menor tamafo
(135 kDa), observada por electroforesis. En cotgresn el grupo de las fiebres manchadas, el
grupo tifus expresa rOmpB pero no rOmpA (67). Dentel grupo tifus, rOmpB es conocida
como proteina antigénica de superficie y utilizpdea diagnostico por PCR, también se utiliza

para la caracterizacion de especie. (38).

Con respecto al htrA es un gen que codifica pardaminio de serina proteasa activa en el
periplasma de un amplio rango de bacterias y eareuntes, su rol principal es degradar las
proteinas mal ensambladas en el periplasma. Estéada a la cubierta de la célula microbiana
y es inducida por shock térmico {6Ba proteina HtrA le confiere a la bacteria swhkéncia, su
capacidad de supervivencia dentro de macrofagosaytgenicidad, pero al parecer no exhibe
actividad de proteasa, teniendo limitados rolescgnparacion al que tiene en otras especies de
bacteria, funcionando mas como un chaperén molequli@s se sugiere que juega un rol en la

traduccidn de sefales (69

El gen gltA codifica para la enzima citrato sintagee cataliza el primer paso del ciclo del
acido tricarboxilico (ciclo del acido citrico). @éka la reaccion del oxalacetato y del acetil
Coenzima A para formar citrato y coenzima A. Pgodéicen la generacion de una variedad de
intermediarios celulares biosintéticos y en la gecién de nucledtidos de purina reducidos
gue son usados en la generacion de energia vi@daees de fosforilacion ligadas a transporte

de electrones. (70).

Los genes para las subunidades ribosomales 16S gd@8usados con propdsitos taxondmicos
para bacterias por ser altamente conservados,ntitmebién regiones variables segun los
microorganismos implicados y pueden aportar abuederiormacion por su tamafo y por
tener suficientes polimorfismos interespecificosapdar medidas estadisticamente validas y
distinguibles. (71). No obstante, El gen 23S rRNAtene méas informacion filogenética que
la contenida en las secuencias del 16S rRNA, wasagencias son mas divergentes en especies

que han sido analizadas (72).
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3. JUSTIFICACION DEL ESTUDIO

Las enfermedades ocasionadas por las rickettsrasanstituyen, un grave problema sanitario
con impacto a nivel mundial, dada su potencialidgdra afectar amplios sectores de
poblacion, las dificultades para el diagndstico og Idesenlaces fatales cuando no son
intervenidas a tiempo. Estos patdgenos son respl@ssde muchos brotes alrededor del mundo
causando serios cuadros clinicos, y en épocasmoldmnas han causado muchas muertes
humanas, por ejemplo, el tifus epidémico que afaatdllones de personas en Rusia y Polonia
entre 1915y 1922 (5).

El Peru cuenta con reportes sobre la circulacioriattettsiosis con distribucion preferente en
localidades con caracteristicas favorables a laep@a de los vectores involucrados en la
transmision de estas enfermedades (piojos, pulgasapatas), y diversos reservorios animales
(roedores, perros, gatos, marsupiales, etc.), eotires factores condicionantes para su
presentacion (localidades alejadas, marginalespobracidas). ). Segun reportes del Instituto
Nacional de Salud (INS- Perl), durante los afo®2 & 2012, la positividad global para
rickettsiosis fue del 10% al 27 %3). Estudios realizados han remarcado la evidenci
seroldgica de infeccion en algunas localidadesodalépartamentos de Tumbes, Piura, Junin,
Ucayali, Arequipa, Puno, Cusco, Loreto, Madre desDi Tacnha en pacientes asintomaticos o
sintomaticos con cuadro febril indiferenciado (73).

El conocimiento profundo de este grupo de bacténi@acelulares en nuestro pais, ademas de
repercutir en el manejo clinico de los pacientestaflos y la prevencion de la enfermedad
para grupos en riesgo, tendra consecuenciasatreobre la nueva generacion de métodos de
diagndstico, facilitando el disefio de ensayos denaude bajo costo para estudios
epidemiolégicos de monitoreo sobre origen de brgtdstribucion de subtipos de cepas que
ampliaran los conceptos existentes acerca deolagda, epidemiologia y presentacion clinica
de muchas de las rickettsiosis (21). Se sabe lgstalio de ciertas caracteristicas bacterianas
explicitadas mediante analisis gendmico, puedertgnende implicancia en la salud y el
medioambiente (74), elevando el reconocimientbajlde las enfermedades rickettsiales y el
impacto que tienen sobre una considerable propod®da poblacion mundial. Los expertos en
el tema consideran impostergable la caracterizad@tas rickettsias circulantes para nuestra
region, identificacion de especies involucradastgncial patogenicidad (15).
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4. OBJETIVOS

Objetivo General:

0 Describir algunos aspectos de las caracteristidascaepidemiolégicas vy

gendmicas de la circulacion de rickettsias durlgeafios 2011 y 2012 en localidades de
4 zonas de frontera del territorio peruano.

Objetivos Especificos:

0 Analizar los datos clinicos y epidemioldgicos akeitsiosis confirmados por

serologia y/o aislamiento procedentes de las megien estudio.

o Identificar especies de rickettsias circulantetasmegiones estudiadas y realizar
el analisis filogenético de los aislamientos de kRlitsia y los vectores
epidemiolégicamente relacionados a estos
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5. METODOS
51 Aspectos epidemioldgicos
5.1.1. Material utilizado

Se empleé el banco de datos de un estudio preb)péfa busqueda de casos de rickettsias en
zonas de frontera del Perl con caracteristicasnterés epidemiolégico. Para ésta parte del

estudio se resumen las consideraciones metodakdescritas en el Cuadro 1:

Cuadro 1: Resumen de la metodologia para la partep@lemioldgica

TIPODE POBLACION | DISENO MUESTRA UNIDADDE | UNIDADDE
ESTUDIO | DEESTUDIO | MUESTRAL MUESTREO | INFORMACION

Parte Desciptivo  Bancode datos  Fueestimado el Fichas clinico- Hogar que Persona encuestada
epidemiologica  transversal  colectados tamatio de muestrta  epidemuologicas  participoenla  condatos completos
analitico mediante enel estudio previo  de 1,657 encuesta enla ficha clinico-
aplicacion de (*ycon prevalencia  individuos epidemiologica
fichaclinico de 50%, nivel de encuestados
epidemiologica  confianza93%, (urante estudio
duranteestudio  error 5% techazo  previo
previotipo 15%. Seleccionados

encuesta(*)en 380 sujetosen
localidades promedio por cada
fronterizas de 1egion, muestreo
cuatroregiones  sistematico curcular
del Peru:

Tumbes, Tacna,

Loretoy Madre

deDios

Los criterios de inclusion fueron: contar con fictiénico-epidemiolégica con informacién
completa de habitante de regidn fronteriza estad@t/a muestra fue trabajada para detectar
rickettsias, correspondiente a sujetos de cualgadad o sexo, residentes en la zona,
incluyendo aquellos a quienes les fue confirmadeaso de rickettsiosis por aislamiento y/o
serologia y como criterios de exclusion: aquellos ficha clinico-epidemiolégica sin datos
suficientes. Cabe mencionar que en el estudio @re®iexcluyeron sujetos con enfermedad
cronica terminal, inmuno-suprimidos, o con enferatedpsiquiatrica mayor (psicosis 0
esquizofrenia). Ademas fue excluida toda person&raamiento con antibidticos o que no

hubiese firmado consentimiento 6 asentimiento méado.
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Las encuestas fueron llevadas a cabo en localidadeterizas de cuatro departamentos de
Peru: Tumbes, Tacna, Loreto y Madre de Dios (figByaque presentaban caracteristicas
epidemioldgicas condicionantes (presencia de vestaonas empobrecidas, etc.). Se utilizd
una ficha clinica-epidemioldgica por persona ergtada (anexo 1), haciendo un total de 1,657
fichas revisadas. El estudio previo mencionado dpeobado por el Comité de Etica del

Instituto Nacional de Salud (CIEI-INSEl Pericon RD N° 498-2010-DG-OGITT-OPE/INS.

— ;h;‘? MADRE DE DICS

d

TACKA

Figura 3: Mapa del PerQ y las cuatro regiones estuddas
Composicion grafica tomada de: IHMC Public CMapsapds conceptuales
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5.1.2. Variables

Fueron revisadas y analizadas todas las fichasca@lé@pidemiolégicas con informacion
completa acerca de las variables consideradageatés en la deteccidn de rickettsias.

Las variables utilizadasn el presente estudio, fueron las siguientes: edaafios cumplidos,
sexo como dos categorias correspondientes, masaulfiemenina, procedencia, el lugar de
residencia por un tiempo minimo de dos afos, aetiVieconomica productiva principal,
antecedentes de contacto con vectores y/o resesytipo de vivienda o caracteristicas fisicas
de la misma, saneamiento o disponibilidad de aguabfe y alcantarillado, viajes previos
realizados y sintomatologia al momento de la obdende la muestra: fiebre, cefalea, mialgia,
artralgia, malestar general, nausea, vomito, dianpalidez, congestion faringea y erupcion.
Las condiciones de vivienda variaban en los cudépartamentos, fueron calificadas como
deficientes si es que no empleaban materialesesa su construccion y carecian de agua
potable y desaglie; como regulares si es que @miadrcialmente con dichos materiales y
servicios, y como buenas si eran construidasatermal noble y contaban con agua y desagte,
hubo también un grupo sin informacién. Como vadalmterviniente se considero la
informacion sobrepresencia o ausencia de anticuerpos cdRiclettsia spal momento del
estudio. Se efectu6 un andlisis descriptivo dedaacteristicas clinico-epidemioldgicas de los
casos positivos comparativamente a los datos dendastra poblacional total. Fueron
verificadas las frecuencias relativas de las virgloualitativas (resultados de serologia y
resultados de aislamiento por regidn geograficappleando meétodo estadistico con
agrupamientos discretos y evaluando proporciones.datos cualitativos fueron expresados
como frecuencias relativas (porcentajes). Se Kealizanalisis exploratorio para determinar la
distribucion de frecuencias (medidas de tendeneigtral y de dispersién para variables
cuantitativas. Todos La informacion fue ingresadana base de datos en hoja de célculo en
Excel y luego procesados y analizados por progfaRiaNFO, realizando la descripcion de
las caracteristicas mediante elaboracién de tatdadrecuencia absolutas y porcentuales,
hallando previamente la media de los valores paudsr para cada una de las variables

estudiadas.

5.2 Aspectos moleculares

521 Material utilizado

Fueron empleadas muestras de sangre humano cdtadespositivo para aislamiento en
cultivo celular, confirmadas por inmunofluoresdanindirecta (IFl) para deteccion de
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rickettsias, con o sin cuadro clinico; 31 aislarteenprocedentes de las cuatro regiones
estudiadas: 1 de Loreto, 3 de Madre de Dios, 15ama y 12 de Tumbes. Asimismo, se
utilizé muestrasde vectores que fueron colectados al momento del iestudto con las
muestras de humanos. Fueron procesados un tofidd@egectores: 43 de Madre de Dios (41
Ctenocephalides felig 2 Rhipicephalus sanguineute perros y gatos), 13 de Loreto @2
felisy 1 R.sanguineusle gatos y perros), 46 de Tacna (@4elisy 22 R.sanguineusle gatos,
perros y ratas), 77 de Tumbes (RGanguineuy 31 Ct.felis de perros, gato y rata). Las
muestras de vectores de Tumbes quedaron pendidatssr secuenciadas por dificultades

logisticas (insuficientes reactivos entre otrosgsan motivo de estudios posteriores.

5.2.2 Técnicas empleadas:

Del total de muestras del estudio previo trabajpdaa aislamiento de rickettsias: 410 muestras
de Loreto, 412 de Madre de Dios, 401 de Tacna yd&3Fumbes, fueron criopreservados en
cepateca los cultivos que dieron positivo paraaignto en cultivo: 4 de Loreto, 14 de Madre
de Dios, 40 de Tacna y 34 de Tumbes; todos loesudakron procesados para reactivacion,
logrando recuperar en pasajes sucesivos y confippaiPCR: 1 de Loreto, 3 de Madre de
Dios, 14 de Tacna y 13 de Tumbes, en total 3araishtos de rickettsias a partir de muestras
humanas, mantenidos a -80°C en solucion de sudasfato glutamato (SPG). Las
reactivaciones y propagacion fueron llevadas a @btinea celulavero ATCC CRL-1586
(rinon de mono verde africano Cercopithecus aetf)iope bajo pasaje, la misma en la que
fueron aislados, empleando Medio Eagle con saleSadle suplementado con L-Glutamina,
aminoacidos no esenciales, piruvato de sodio yosbevino fetal al 5 % (Gibco Invitrogen
Corp. N.Y. EEUU) e incubandolos a 34°C en presem@a5 % de CO2 para cultivos
desarrollados en frascos venteados (con filtroasntdpas)- (Falcon Becton Dickinson N.J.
EEUU) y sin CO2 para cultivos en shell viales capones de silicona y frascos sin filtro de
ventilacion en las tapas (Falcon Becton Dickinsémjeron excluidos los contaminados y no
confirmados. Después de 15 a 20 dias de incubatédima, se comprobd la viabilidad de los
aislamientos mediante prueba IFI (76) a partiradeclbbsechas y se procedio a la extraccion del

material gendmico (anexo 2).

Para los vectores, se realiz6 un macerado en deodlhasta 12 vectores por cada muestra, de
acuerdo al numero colectado en la encuesta prpetatrituracion en buffer de lisis 1X y

proteinasa K (10 ug/ml) (anexo 3). Para la extéacdel ADN a partir de ambos tipos de
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muestras, se empleo el kit Pure Link Genomic DN#i{togen Life technologies CA, EEUU).
Luego se llevé a cabo una reaccion estandar emaatte la polimerasa (PCR convencional)
usando el kit Tag Platinum DNA polimerasa (InvieogLife technologies, SP, Brasil), de

acuerdo al protocolo establecido (anexo 4).

La identificacién preliminar fue determinada medéarel gen del antigeno comun de 17
kDaltons (htrA) (77, 78), después se confirmo carep de nucledtidos de secuencia homologa
para htrA y se corrié adicionalmente para gltA, Eépdose los iniciadores de reaccion
amplificante descritos en el cuadro 2. Habiéndossmyramado también la utilizacion de
primers para los siguientes genes: ompA, ompB (72BS rRNA (80),no se logré concretar

su aplicacion por los motivos ya mencionados.

Los fragmentos de ADN previamente amplificadosPOR fueron purificados mediante el Kit
Pure Link Quick Gel Extraction and PCR Purificat@ombo (Invitrogen Life Technologies),
y directamente secuenciados, en ambas hebrazantib el Kit BigDye Terminator V3.1
Cycle Sequencing (Applied Biosystems, Foster C@iyy, EUA), previa cuantificacion en
espectrofotometro Nanodrop 8000 (Thermo ScienffitJU). La reaccion de secuenciamento
fue realizada en termociclador “GeneAmp PCR Sys8800” (Applied Biosystems, CA,
EEUU) siguiendo protocolos establecidos (Laboratda Biologia Molecular de Biomedicina-
Instituto Nacional de Salud y comunicacion persatela Dra. Elba de Lemos del FioCruz,
Brasil), en cuanto a los tiempos y temperaturandeliacion inicial y los ciclos a ser realizados
subsiguientemente (anexo 5). Después de esta édagapductos del secuenciamiento fueron
purificados por precipitacion en isopropan@erck Darmstadt Alemanig al 75% de
concentracion final, con incubacion por 15 min angeratura ambiente, seguida de
centrifugacion a 12.000 g por 10 min. El preagd fue lavado una vez en etanol absoluto
(Merck EMSURE, ACS, ISpal 75% y centrifugado en las mismas condicionedesxritas.

El sobrenadante fue retirado y el precipitado femado y re suspendido en 10 de solucién

de formamida ultrapura redestilada (Invitrogenee Lilechnologies), calentado a 90° C por 3
min y sometido a secuenciamiento por electroforesapilar en analizador genético
automatizado (Applied Biosystem, modelo 3500xL thiiaTokio, Japon) por un periodo de 12
horas. La visualizacion de los resultados fue zadh mediante el programa Bioedit
evidenciandose electroferogramas (graficos dedagescias obtenidas como consecuencia de

la electroforesis capilar).
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TAMANO
DE

GEN PRIMER SECUENCIA PRODUCTO REFERENCIA
(PB)
17 KDa-2F: | 5~ GCTCTTGCAACTTCTATGTT-3'
htrA 434 pb
17 kDa-2R | 5-CAT TGT TCG TCA GGT TGG CG-3’
Jiang J. et al,
glt AF 5-GGGGGCCTGCTCACGGCGG-3 2005
gltA 382 pb
glt AR 5 -ATTGCAAAAAGTACAGTGAACA-3’,
ompAF 5-ATGGCGAATATTTCTCCAAAA-3' Blair PJ et al,
OMpA 590 pb
2004
OompAR 5-GTTCCGTTAATGGCAGCATCT-3
ompBF 5'-CCGTAACATTAAACAAACAAGCTG-3
ompB 2,478 pb
ompBR 5-AGAGTACCTTGATGTGCRGTATAYT-3
Hunt DE y
23SF 5 .CTAAAGCAGAAGGAAAAATT-3" col, 2006
23S 530 pb
23SR 5 -GCTTCTAGTGCCAAGGCATC-3

CUADRO 2: Secuencias de primers usados para deteénidel ADN rickettsial
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6. RESULTADOS

6.1  Analisis epidemiol6gico

Fue analizada parte de la informacion almacenadb@57 fichas clinico-epidemioldgicas de
individuos residentes en localidades fronterizasubdro departamentos del Peru: Tacna (401
fichas), Tumbes (434 fichas), Loreto (410 fichadylgdre de Dios (412 fichas). Las edades
variaban de 1 a 89 afos (Mediana: 32): Tacna 1 @188, Me: 30, Tumbes 1 a 84 (Me: 32),
Loreto 5 a 89 (Me: 35) y Madre de Dios 1 a 75 giiuts: 31).

La distribucion total para género fue del 66 % pErsexo femenino (Tacna 68 %, Tumbes 71
%, Loreto 58 % y Madre de Dios 67 %). la actividednomica productiva preponderante era
la agricultura, pero no fueron establecidos los@atajes por una alta ausencia de este dato en
las fichas. La distribucion porcentual para coraties de vivienda por departamento se explica
en el Cuadro 3 y denota una mayor proporcionalfad condiciones regulares en las cuatro
regiones estudiadas, y una distribucion en gebejalpara buenas condiciones.

Deficiente Regular Buena
TOTAL 454 (27.39 %) 1,026 (61.9 %) 174 (10.5 %
Tacna 85(21.2%) | 288(71.82%) 28 (6.98 %)

Tumbes (*) 181 (41.7 %)| 217 (50.7 % 33 (7.6 %

Loreto 98 (24%) | 302 (73.6%) 10 (2.409

(=]
N—r

Madre de Diog 90 (20%) 219 (53 %) 103 (25 %

CUADRO 3: Distribucion porcentual de las condicions de vivienda en 1,657 fichas
(*) Tres fichas carecen de ésta informacién

La mayoria de individuos encuestados inform6 h&d@do contacto con animales domésticos
y peri-domiciliarios, y con artropodos vectorestemaiales. También hubo informacién acerca
de una mayor presencia de vectores con relacidios anteriores, para cada una de las areas

estudiadas. La distribucion de estos eventos sstmauen el Cuadro. 4
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@
% de presencia intra o Vectores %
peri domiciliaria de % contacto 0
: 1) :
animales previo mayor presencia (3)
Total 56.5 81.35 25.58
Tacna 58.0 89.52 13.46
Tumbes 64.0 57.83 22.35
Loreto 40.5 91.46 45.60
Madre de Dios 63.6 88.10 20.87

CUADRO 4: Distribucion porcentual de informaciéon sdre presencia de animales
domésticos o peri domiciliarios y vectores potendes en 1,657 fichas analizadas.

(1) perro, gato, rata, pericote, otros: aves adeta@anado vacuno, equino, porcino,
mono.

(2) pulgas, garrapatas, piojos.

(3) mayor presencia de vectores con relacion aflos anteriores

La informacion disponible sobre estudios seroldgigaislamiento en cultivo celular a partir
de las muestras obtenidas durante el estudio prexiobié para el total de 1,657 individuos
muestreados, un 33.25 % (551) en positivos pam@ogga, con titulos que variaban desde
1/64, 1/128 hasta 1/256 tanto para anticuerpoketotigA+igM+IgG) como solo para IgG; en

tanto el porcentaje de aislamientos a partir dgreatotal periférica fue del 5.6 %, con 92

aislamientogCuadro 5). Hubo concomitancia en resultados positen algunos casos.
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% concomitancia de serologia e
aislamientos
% Para
0 " . .
positivos A) POSItivos | Para todas las | aislamientos
serologia aislamiento muestras positivos
(1,657) verificados
(31)
Total 33.25 5.60 0.78 16.3
Tacna 46.13 9.97 9.75 25.0
Tumbes 32.48 7.83 571 14.7
Loreto 21.70 0.97 0 0
Madre de Dios 33.00 3.39 1.78 33.3

CUADRO 5: Distribucién porcentual de positivos en erologia y/o aislamiento de
rickettsias

Los 92 aislamientos primarios obtenidos, verifia@gor inmunofluorescencia indirecta (IFl),
fueron subcultivados con propdésitos de propagaciomgbstante en un porcentaje de 54.34 %
no desarrollaron o se contaminaron, habiéndosgeeado Unicamente en 45.65 % de los
casos, a partir de lo cual fueron confirmadosgraeba de la polimerasa en cadena (PCR) el
73.8 % (Cuadro 6).

Aislamiento | Crecimiento | Confirmacion | % de

primario secundario | por PCR confirmacion
Total 92 42 31 33.69
Tacna 40 18 15 37.50
Tumbes 34 12 12 35.29
Loreto 4 1 1 25.00
Madre de Dios 14 11 3 21.42

Cuadro 6: Confirmacion del aislamiento deRickettsia spen el grupo estudiado
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De los 31 verificados por PCR, 16 (51.61 %) coimcimh en positividad para aislamiento y
serologia, quedando el 48.38 % solo con aislamipagitivo. Dado el pequefio nimero de
casos positivos confirmados por PCR y la heterddade en la distribucion por

Departamentos, todos ellos han sido evaluados ejurto y no por Departamento. La edad
promedio para éste grupo varié de 7 a 77 afopr@medio 37 aflos + 16.9 en desviacion

estandar, Me: 34). El 71 % eran mujeres.

Se detalla a continuacion la informacién sobre gmes de animales domeésticos o peri
domiciliarios y vectores potenciales entre otromsl@pidemiologicos. De acuerdo a ello, el
80.64 % (25) de los positivos confirmados tuvotaoto previo con vectores y reservorios, de
los restantes se carece de informacién. Con relacia probable mayor presencia de vectores
en las zonas de procedencia del grupo de positmafrmados, solo fue cierta en el 16 % (5)
de los casos; en el 25.8 % (8) no se obtuvo e&iemacion y la mayoria, 54.83 (17) informo

disminucién de la presencia de vectores en su @umadro 7).

Para analizar las condiciones de vivienda y saredmipara éste grupo de positivos, se
considerd los mismos criterios aceptados paralificeaion del grupo general en: deficiente
(vivienda precaria, piso de tierra, sin servicio afpia y/o desaguie), regular (viviendas no
precarias, con piso de cemento Yy con servicio glea a/o desaglie entubado), y buena
(viviendas de material noble, servicio completcadaa y desagtie); habiéndose encontrado un
36.67 % deficientes, 33.33 % regulares y 30 % kaiena
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PRUEBA DATOS EPIDEMIOLOGICOS

DIAGNOSTICA

» > o CONTACTO PRESENCIA DE PRESENCIA DE VIAJE CONDICIONES

] @ (@) PREVIO CON VECTORES EN EL ANIMALES EN PREVIO DE VIVIENDA Y

% % 0 VECTORES DOMICILIO O CASA (3) SANEAMIENTO

Q o} Y/O PROXIMIDADES

» g' RESERVORIO CON RELACION

S(1) A LOS ANOS
ANTERIORES (2)
1 - + + Sl ++/++ Sl Sl (Piura) +/+++(4)
2 - + + S ++/++ SI No ++[+++
3 - + + Sl ++/++ Sl Si (Cusco) ++++
4 + + + SI +/++ S +/+++
5 - + + SI +/++ _ ++[+++
6 + + + S O/++ - +/+++
7 _ + + SI +/++ - +++/+++
8 + + + Sl - Sl ++/+++
9 + + + SI +/++ S +/+++
10 | + + + SI +/++ S +++[+++
11 | + + + SI +/++ S +++[+++
12 | + + + SI +/++ Sl +++[+++
13 | 4+ | + + - +/++ SI Si, llo- +H+/+++
Moquegua)
14 | _ + + Sl - Sl +H+H/+++
15 | . + + - - Sl +++/+++
16 | - + + SI ++/++ - +/+++
71+ | + + - - - -
18 | + + + - +/++ - ++++++
19 | + + + SI +/++ S +++[+++
20 | - + + Sl - Sl ++++
21 | - + + - +/++ S +/+++
22 | + | + + Sl - Sl ++++
23 | - + + - +++ - Si (capital ++++
de Tumbes)

24 | _ + + SI +/++ Sl ++/+++
25 | + | + + Sl - Sl ++++
26 | - + + Sl ++/++ Sl Si, (Piura) ++/+++
27 | - + + SI +/++ Sl ++/+++
28 | + + + SI +/++ S ++/+++
29 |+ | + + Sl - Sl Y
30 |+ | + + Sl +H++ Sl +H/+++
31 | - + + SI +/++ Sl ++/+++

Cuadro 7: Distribucién porcentual de la presencia d animales domésticos/peri domiciliarios y de
vectores potenciales, viajes previos y condicionds vivienda y saneamiento para los positivos

1)
@)
®)

Perro, gato, pericote, rata, pulga, garrapata aggencia o no informado

pulga, garrapata

perro, gato, perricote

- . ausencia de vetores / animales o no infdoma

+: Menor presencia de vectores / animales

++: Mayor presencia de vectores / animales
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(4) -: peores condiciones de vivienda y saneamiefn+: regulares condiciones; +++ mejores coodies

En todos los casos de positivos por aislamientonyitnados por PCR (con serologia positiva
o sin ella) fue verificada la informacion de unariedad de sintomas presentes que no
necesariamente serian atribuibles a infeccion Riokettsia sp El 22.58 % de individuos
fueron asintomaticos, en tanto la mayoria presanghinenos uno de los sintomas (Cuadros 8

y 9).

PRUEBA SINTOMAS
DIAGNOSTICA
« Namero

o % . _ lols s c 5 S | totalde

g | 58 |B5|eS|§ 8| x| B|gels |BE [0

° |2 |5 | 85| |22|2S|5|5|85|288| 2555 |25 g/ v

n < o ruw| o So| =< | W o No|l 0w | Z2>| O O chk
1 - + + si Si Si Si Si Si Si 7
2 - + + si si si si si si 6
3 - + + 0
4 + + + 0
5 - + + si si si si si Si si 7
6 + + + si si si si si Si si Si 8
7 - + + si si si si si si si 7
8 + + + si si 2
9 + + + 0
10 + + + 0
11 + + + si si si si si si 6
12 + + + 0
13 + + + si 1
14 + + Si Si Si 3
15 + + Si Si Si 3
16 + + Si si Si Si 4
17 + + Si 1
18 + + Si Si si 3
19 + + Si Si si Si si 5
20 + + Si Si Si Si 4
21 + + Si 1
22 + + + 0
23 + + Si si 2
24 + + Si Si Si si si Si 6
25 + + + Si si 2
26 + + si si si si 4
27 + + si 1
28 + + si 1
29 + + si 1
30 + + si 1
31 + + 0
Total 16 31 31 11 15 12 11 1 3 5 9 3 5 11
9% 51,6 | 100| 100 355 484 38,y 354 32 97 161 29,07 16,1 354

Cuadro 8: Distribucion de sintomas clinicomformados por los positivos
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El sintoma mas frecuentemente informado fue ceféd@B39% de los casos), seguido de
malestar general (38,71%), fiebre y escalofrios|gra/ artralgia y congestiéon de nasofaringe
(cada uno presente en 11 de los casos (35,48%k¢l [Enadro 9 se presentan los datos

referentes al nimero de sintomas informados pantbhgiduos.

Numero de Cantidad de Porcentaje sobre el
sintomas individuos total de 31 casos
Sin sintomas 7 22,58
1 sintoma 7 22,58
2 sintomas 3 9,68
3 sintomas 3 9,68
4 sintomas 3 9,68
5 sintomas 1 3,22
6 sintomas 3 9,68

7 sintomas 3 9,68
8 sintomas 1 3,22

Cuadro 9: Frecuencia de sintomas clinicos informadopor los 31 individuos con
aislamiento positivo verificado por PCR paraRickettsia sp
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6.2. Andlisis molecular

De los 31 aislamientos de humanos, solo 12 verdicaor IFl en segundo pasaje y 8 por PCR

con bandas tenues (Figura 4).

MARCADOR
MOLECULAR

[ ADN DE VECTOR ]

BANDAS TENUES PARA 8
DE LAS MUESTRAS

HUMANAS

Figura 4: Corrida electroforética de la reactivacid de 8 aislamientos, empleando primer
htrA (17 kDa) de 434 pb, con controles positivo yegativo, en presencia de marcador
molecular, evidenciando bandas muy tenues.

En primera instancia, no se pudo obtener suficiemdega microbiana para realizar el
secuenciamiento molecular, a pesar de habersegadpan tercer y cuarto pasaje, la mayor
parte (23) de los aislamientos fueron perdiendoigel de evidencia para las corridas PCR
gue sucesivamente se realizaban después de lashassde los cultivos incubados que

exhibian signos de efecto citopatico (Figura 5).

Figura 5: Observacion microscopica (400X) de célusaVero control e infectadas

A: Control de células Vero B: Células Vero inftas, efecto citopatico incipiente;

C: Células Vero infectadas, efecto citopatico aedo
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La verificacion por IFI (figura 6) en algunos casesulto inespecifica y las bandas en el PCR,
aunque en el rango correspondiente al peso motedealagen htrA de 17 kDa, fueron
demasiado tenues (figura 4), lo cual inviabiliza druena recuperacion durante la purificacion
previa, habiéndose realizado de todos modos elesemmiento. Incluimos en la corrida,
muestras de ADN de vectores capturados en las zonastreadas al momento del estudio, los
cuales resultaron positivos fuertes, y fueron ieifos para el gen gltA, empleandoseles luego

como controles de sistema (figura 7).

A: Cultivo de células Vero control. B: Cultivo délulas Vero infectadas

Figura 6: Observacion microscoépica (400X) de IFI gartir de los cultivos

M C+ ¢ V88 CN77 |32 Ms8

1000 pb

500 ph
400 pb

AL

- —
ey
o —
- —
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- —
- —
. —
R
B

-

-

C+: Rickettsia akari
C: células VERO
M: Marcador de peso molecular

Figura 7: Corrida electroforética del genoma de veores empleando primer htrA (17
kDa) , evidenciando bandas especificas bien marcada

Pagina 36



Con el resultado positivo lo suficientemente fugrdeall vectores procedentes de 3 de las 4
regiones estudiadas (1 de Madre de Dios, 6 de d.gret de Tacna), fue posible realizar el
secuenciamiento molecular para la identificaciénladerickettsias presentes en muestras de
pulgas e garrapatas (Tabla 10). Identificandosge Bllos (45,45%) conRickettsia felisy

los demas (54,56%) comdrickettsia sp y/o Rickettsia. endosimbiof@eadro 11). Esta

Gltima especie aun no reportada en territorio pesua

Se continda con los procesamientos moleculares lpagaaluacion de mas vectores y para
verificar adicionalmente la identidad de los aisemtos obtenidos a partir de individuos

sintomaticos y/o asintomaticos.

N° LAB | PROCEDENCIA | ESPECIE DE VECTOR RESERVORIO SECUENCIA COMPATI BLE
CON:
J-61 La Joya-Madre de| PulgaCtenocephalides felis Perro Rickettsia endosimbiontgo
Dios Rickettsia sp.
1-04 Indiana-Loreto Pulg&tenocephalides felig Gato Rickettsia endosimbiontiéo
Rickettsia sp.
1-32 Indiana-Loreto Pulg&tenocephalides felig Perro Rickettsia felis
V-88 Vifani-Tacna Pulg&tenocephalides felis Perro Rickettsia felis
Garrapat&rhipicephalus
sanguinus
M-21 Mazan-Loreto Pulg&tenocephalides felig Gato Rickettsia endosimbiontiéo
Rickettsia sp
CN-89 | Ciudad Nueva- PulgaCtenocephalides felis Gato Rickettsia felis
Tacna
S-13 Samaria-Loreto Pulg@tenocephalides felis Gato Rickettsia endosimbiontgo
Rickettsia sp.
M-3 Mazan-Loreto Pulg&tenocephalides felig Perro Rickettsia endosimbiontgo
Rickettsia sp.
M-68 Mazan-Loreto Pulg&tenocephalides felis Gato Rickettsia endosimbiontgo
Rickettsia sp
CN-77 | Ciudad Nueva- PulgaCtenocephalides felis Perro Rickettsia felis
Tacna
MZ- Tacna Pulg&tenocephalides felis Perro Rickettsia felis
522 Garrapat&Rhipicephalus
sanguinus

Cuadro 10: Resultados del secuenciamiento de losctares
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7- DISCUSION

En general, el grupo poblacional de localidadestéiizas de los 4 Departamentos estudiados
exhibié una distribucion similar en género, edadoyndiciones previas (viajes previos, entre
otros). Sin embargo, fueron observadas algunasedi€ias en condiciones de vivienda y
saneamiento, que en algunos casos se acentUanasashbuenas condiciones” disminuyen
ostensiblemente para el caso de la Region Loreie, @pnglomera sus porcentajes en la
condicion “regular “ y “deficiente”, encontranaosimilar situacion para Tumbes y Tacna, lo
cual refuerza el hecho de estar trabajando corapuinles de nivel socioeconémico bajo a muy
bajo. En cuanto a la presencia de vectores perial@rios, si bien en la poblacion total se
encuentra una proporcion significativa de contgctyio y mayor presencia (81.35 %), en el
grupo de casos positivos, no fue posible detectanaremento importante (7/31, 22.58 %), lo
cual probablemente se deba mas a una desinformgmidparte de los encuestados, ya que en
publicaciones anteriores (51, 52, 53, 54) paratnugmis, los autores hacen mencion a la
relacion persistente de las rickettsiosis con l|as@ncia de vectores com@t.felis,
principalmente y diversas especies de garrapata® éonblyommma maculatum, Anocenter
nitens e Ixodes boliviensiq78); haciéndose hincapié en la importancia dabéster las
caracteristicas clinicas y epidemioldgicas y deramaque especies de rickettsias estarian

circulando (53).

La alta prevalencia de pacientes asintomaticosnostimomas inespecificos que dificultan la
caracterizacion de la enfermedad es probablemesiigl@ a la endemicidad de ésta en las
zonas estudiadd54), que ha llevado a la atenuacion de los sirgatedido a la reduccion de
los genomas en las especies de rickettsias citeslaperdiendo en muchos casos su expresion
de patogenicidad (4, 72). No obstante, esta siinagmerita un monitoreo epidemiologico o
vigilancia continua para estar preparados en eipie ante el surgimiento de enfermedades

emergentes y re-emergentes de este tipo.

Los criterios de inclusidén/exclusion para la obténae las muestras no discriminaron entre
sintomaticos y asintomaticos, lo cual ha produaidcssesgo en la captacion de positivos para
aislamiento, disminuyendo ostensiblemente la opattd de recuperacion de una carga
microbiana Optima, mas aun cuando los tiempos galecta de muestras fueron aleatorios y

sujetos al momento de la entrevista y rara vezcatiin con una etapa febril para infeccién
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activa. Ademas hay que tomar en cuenta que losnsast y signos de las rickettsiosis
corresponden a cuadros inespecificos lo cual ammnierilescartar otras etiologias concomitantes
e incluso habria que evaluar el impacto en la eWdude tales cuadros.

Los cultivos deRickettsiapara su aislamiento siempre han sido descrito® dastidiosos de
ser mantenidos y propagados (15, 81, 82), espemédmcuando provienen de muestras
clinicas como sangre total de humanos, en losajoarba bacteriana es muy baja debido a que
se captan los casos generalmente en fases avanzaldasfeccion, cuando el periodo febril ya
ha sido superado, en ocasiones provenientes deidunds con tratamiento antibiotico
establecido. Muchas veces proceden de regionesnggay asimismo pueden manifestarse
durante coinfecciones con otros agentes o estadognitarios comprometidos (12, 21). En el
caso de nuestra muestra poblacional no se delbretd este aspecto porque era busqueda en

poblaciones no necesariamente con caracteristio&asas establecidas.

Las dificultades encontradas para la propagaciélogl@islamientos, a fin de elevar la carga
microbiana, provienen del hecho de no haberse ddagl condiciones 6ptimas para que los
productos se mantengan a través de sucesivos pdahjeomo se recomienda, uno de los
factores que no se pudo manejar fue el haberseeadplun medio de suspensidon para
mantenimiento, con sucrosa y glutamato (SPG), & silbien es mejor que usar buffer fosfato
salina, no resulta del todo recomendable dado gugtilizacion de oxigeno por rickettsjas
siendo mas baja que la de otros microorganismenjiduye en un 20% en presencia de SPG,
reduciéndose su infectividad en los cultivos prédralente por inactivacion metabolica y
también cambios en la permeabilidad de la membrahkattsial. No obstante, este efecto
adverso producido puede ser facilmente revertigali@iido pequefias proporciones de caldo
triptosa fosfato 6 caldo infusion cerebro corazdosacultivos, el cual le suministra un factor
nutritivo extra que restaura la capacidad de ladbacpara ingresar a las células o multiplicarse
en ellas cuando ya ingresaron, aun cuando estabilpeil ha sido cuestionada por
desconocerse el mecanismo exacto involucrado (&3. funcion del caldo triptosa fosfato
para cultivos de Rickettsias en células de mamiferno la linea celular Vero, puede estar
relacionada a la cadena de transporte de electdmlasclo de Krebs, pues los componentes
activos del caldo triptosa fosfato son de origammudinico y estan implicados en la via de
biosintesis de la pirimidina, la cual esta conextadla cadena de transporte electronico
mitocondrial. La disminucion en la produccion deFAmitocondrial parece verse compensada
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por un incremento en la actividad de la piruvatmasa y de la lactato dehidrogenasa, por lo
cual es muy importante el suplemento de piruvatsatbo en el medio de cultivo, ya que el
EMEM no lo contiene (84).

En suma, la calidad y naturaleza de nutrientes [@am@opagacion, segun composicién del
medio de cultivo y suplementos adicionados, e<taaial como la temperatura a la cual son
sometidos los cultivos. La mayor parte de los medisualmente empleados para cultivo
celular, carece de algunos factores necesarios lpagrctividad biologica normal de las

rickettsias, obteniéndose por ello subitas dismones en infectividad al ser suspendidas o

mantenidas en medios no favorables.

Otro punto critico es el suministro de anhidriddbéaico (CO2) al 5% en el ambiente de la
incubacion, aun cuando se emplee sistemas de @ulBwado como los Shell viales con
tapones de silicona, ya que sabemos que son mjemismos microaerofilicos y por tanto
acidifican o alcalinizan muy rapido, impactandossielemente en el desarrollo. Asimismo, en
algunos estudios (85) se recomienda el cambio ddion#e cultivo, por uno fresco, cada
semana de incubacion a fin de evitar el estancamiéa la multiplicacion celular; lo cual
hemos establecido como una practica cotidiana megieente. En nuestra experiencia, es
decepcionante obtener un resultado IFl y/o PCRtivegauando ya era evidente un avance en
la evidencia de efecto citopatico. A parte de lonom@nado, no se logré identificar mas
condiciones particulares que pudiesen haber infiado en la recuperacion de los aislamientos

primarios durante los sub cultivos y las corriB&R.

El presente estudio emplea, por primera vez en,Paglamientos de origen humano
procedente de estudio previo (75), los que han eatacterizados molecularmente, como
previamente se hizo solo en vectores (86), a finah®cer las especies circulantes en zonas de
frontera de nuestro territorio en un periodo denfie y compararlos con la informacién

disponible de lo que ocurre en paises vecinos ddmasil, Colombia, Chile, entre otros.

En el afio 2013, en la localidad de General LavRiltasincia de Buenos Aires, Argentina, se
encontrd a la garrapata dukenblyomma tristénfectada con la espediickettsia parkeriy se
sabe que en esta regién han sido reportados casesfdrmedad humana atribuida a este
microorganismo. En el estudio argentino, la detetcenolecular deR.parkerifue hecha en
base a la amplificacién por PCR del fragmento d&pld del espaciador intergénico 23S-5S y
un fragmento de 500-pb del gen codificante de ddgma de 190-kDa de la membrana externa.
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El 6.97% de las 43 garrapatAstriste resultaron ser positivasR parkeri A partir de estos
resultados se evidencié quetriste es el vector de&R. parkerien el &rea de estudio. Los
hallazgos de este trabajo tienen relevancia epmégica debido a que frecuentemente ha sido
reportado el parasitismo humano por garrap#®adriste en algunas areas riberefias de
Argentina y Uruguay y pueden surgir nuevos casos fiekettsiosis porR.parkeri en
localidades sudamericanas en donde los humanosxpoiestos a picaduras por estas especies
de garrapatas (24).

Para el Peru se reconocen antecedentes de estumlesulares en el trabajo de Blair y col. en
2004 (78) habiéndose hallado evidencia de la poisete rickettsias del grupo de las fiebres
manchadas en pulgas y garrapatas colectadas etodedslades de la region noroeste del
territorio peruano en el contexto del foco de upntdrde enfermedad febril en humanos
atribuida en parte a infeccion rickettsial por feelmanchada. La identificacibn molecular de
los agentes etioldgicos a partir de dichas muegimdeterminada después de secuenciamiento
parcial del gen del antigeno comun de 17-kied) asi como la comparacion en homologia de
la secuencia nucleotidica con uno o0 mas de losesites genegyltA, ompA andompB La
amplificacion y secuenciamiento de porciones degenehitrA y ompAen muestras obtenidas

a partir de pulgas identificé el patogeRkettsia felisCuatro muestras de garrapatas dieron
evidencia molecular de la presencia de ricketide&dgyrupo de las fiebres manchadas. Si bien
los agentes identificados en las muestras de pylggearapatas no han sido relacionados a
casos humanos en el area, los resultados demupstraez primera que al menos dos agentes
rickettsiales del grupo SFG estaban circulandd eonte del Pert al momento del brote.
Andlisis moleculares adicionales de secuenciavattas de las dos especies separadas de las

garrapatas duras identificé un miembro posiblemea&yo de rickettsia SFG.

Al afo siguiente (2005) fue aclarada esta incogrita el trabajo de Jiang y col, (79) quien
caracteriz0 la nueva especie identificada mediandédisis flogenéticos de 5 genes rickettsiales
(17-kDagltA, ompB, ompA, yscad a partir de dos aislamientos molecularesCdadidatus
Rickettsia andeanae procedentes de dos especigardgatas Amblyomma maculatura
Ixodes boliviensjscolectadas a partir de caballos domésticos pemted de dos localidades

separadas, en el norte del Peru.
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En el presente estudio también fuimos capacesetifidarR. felisen 5 muestras de vectores
(pulgas y garrapatas) obtenidas a partir de pgrgzos de localidades fronterizas de la region
Loreto (1) y de Tacna (4). La presencia Rlefelis en territorio peruano ya habia sido
previamente identificada (78, 7®demas se evidencia por primera vez en el Periekepcia

de R. endosimbionten muestras de vectores de 3 de las regiones ¢MiedDios, Loreto y
Tacna), siendo para todos los casos, el vectoctade la pulgaCtenocephalides. felis
obtenida tanto de perros como de gatos. La ideatifbn de estas especies circulantes indica
la importancia de la profundizacion del estudioenalar para el mejor conocimiento del perfil

de circulacion y la epidemiologia de las bactedelsgénerdrickettsiaen el territorio peruano.
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8. CONCLUSIONES

o El grupo poblacional de localidades fronterizasode4 Departamentos estudiados no
exhibié diferencias significativas en resultaddagi®nados a distribucion de género, edad,
viajes previos, entre otros. Con relacion a condies de vivienda y saneamiento hubo una
mayor proporcionalidad para condiciones regulanda® cuatro regiones estudiadas, y una
distribucion en general baja para buenas condisione

o En cuanto a la presencia de vectores peri donmriogiatanto el grupo poblacional total con
81.35 %, como el grupo de positivos verificados €lb80.64 % de afirmacion,
evidenciaron una proporcion significativa parpaaticipacion de éste factor.

0 La alta prevalencia de pacientes asintomaticonsotomas inespecificos que dificultan
la caracterizacidon de la enfermedad es probablentftido a la endemicidad de ésta en
las zonas estudiadas , que ha llevado a la atémudeilos sintomas debido a la reduccién
de los genomas en las especies de rickettsiadanites, perdiendo en muchos casos su

expresion de patogenicidad .

0 Los criterios de inclusion/exclusion para la obténde las muestras en el estudio previo
no discriminaron entre sintomaticos y asintomatitmsual ha producido un sesgo en la
captacion de positivos para aislamiento, dismindgerstensiblemente la oportunidad de
recuperacion de una carga microbiana 6ptima, masw@ando los tiempos para colecta de
muestras fueron aleatorios y sujetos al momenta detrevista y rara vez coincidié con

una etapa febril para infeccién activa.

o Hubo inconvenientes para realizar el secuenciamigmios aislamientos de humanos
procedentes de cultivo celular de mamifero debiis aetrasos en obtencion de suficiente
masa bacteriana y las dificultades para la pugft@adel genoma bacteriano del celular, no
permitieron que todos los genes propuestos fueralizados. Apenas fueron verificados el
htrA de 17kDa y el gltA.
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o La utilizacion de vectores (pulgas y garrapatagjezpiolégicamente relacionados a los
aislamientos humanos, para el secuenciamiento olaftede las bacterias intracelulares
permitié la identificacion de las especiRiskettsia felis y Rickettsia sgeportadas
previamente en el pais Rickettsia endosimbiontealin no reportadas en territorio

peruano.
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9. CONSIDERACIONES FINALES

El presente trabajo incursiona por primera vez réentos de caracterizacion de especies
circulantes de rickettsiaa partir de muestras humanas procedentes de cuamas de la
frontera peruana, colectadas con motivo de un iesfumblacional para detectar prevalencia,
siendo en su mayoria asintomaticas, no resultandpigio para los objetivos trazados por
constituir una pobre carga microbiana, muy probablge proveniente de portadores
endémicos, evidenciandose en bandas tenues en B@Rygnes htrA y gltA, requiriéndose
multiples pasajes de propagacion para levantaaigacmicrobiana. Habiéndose efectuado el
secuenciamiento de todos modos, no se obtuvo dectudlidas a partir de las muestras
humanas, pero si para muestras de vectores obsermcel periodo de estudio durante el
estudio previo realizado, hallandose homologia [z@&specieRickettsia felis y Rickettsia sp
en concordancia con estudios previos realizadtanpién pard&. endosimbionteespecie aun

no reportada para nuestro pais.

La estandarizacion, implementacion, desarrollo Yicagpion de técnicas bioldgicas y
moleculares especializadas, con motivo de éstaliestartalece la capacidad institucional y

nacional para lograr un sistema de vigilancia efaba las rickettsiosis en territorio peruano.

Constituye objetivo primordial para el Area de Ritkiosis del Laboratorio de Metaxénicas
Bacterianas del Centro Nacional de Salud PublitdN{& continuar con los estudios iniciados

a través del presente trabajo, ya que como CemtrBaferencia Nacional nos corresponde
seflalar el camino para sentar las bases del colmtonen este grupo de enfermedades
emergentes y re emergentes, desarrollando no aaligilancia sino también la investigacion

clinica y cientifica basada en procedimientos dmratorio altamente eficaces, sensibles,
especificos y de amplia accesibilidad, lo cual moias posible si no se cuenta con la
informacion necesaria acerca de las caracterighicddgicas, moleculares y epidemiologicas

del agente infeccioso involucrado.

Pagina 45



10.REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

1. Oberoi A & Singh N. Rickettsiae Infections-Clagsation. Journal of Medical Education
& Research2010;12(2): 57-59.

2. Diaz JS, Catafo JC. Fiebre manchada de las montadasas: ni tan manchada ni tan
montafiosa como pensabamos. Infectio 2010; 14(4)276.

3. Weinert LA, Werren JH, Aebi A, Stone GN, Jiggins FHKvolution and diversity of
Rickettsiabacteria. BMC Biol 2009; 7:6.

4. Merhej, V & Raoult, D. Rickettsial evolution in thight of comparative genomics.
Biological Review2011;86(2): 379-405.

5. Reisen WK. Landscape epidemiology of vector-bodigeases. Annual review of
entomology 2010; 55: 461-483.

6. Portillo A, Oteo JA. Rickettsiosis as Threat foe thraveller.Current Topics in Tropical
Medicine.2012; 978-953.

7. Gémez RN, Alvarez HG, Garcia ZMG, Fonseca Cl, CRMA, Villalobos GL et al.
Fiebre Manchada de las Montafias Rocosas en niifosme de 18 casos. Rev Mex Pediatr
2009; 76(6): 245-250.

8. Bitam I, Dittmar K, Parola P, Whiting MF, Raoult Fleas and flea-borne diseases.
International Journal of Infectious Disea2€4.0;14(8): 667-676.

9. Brouqui, P. Arthropod-borne diseases associateld patitical and social disorder. Annual
review of entomology 201E6: 357-374.

10.Gonzalez TM, Mattar VS. Ratas, acaros, guerrasregab negligencia y rickettsiosis.
Revista MVZ Cérdoba 2011; 16: 2433-2434.

11.Randolph SE. Tick-borne disease systems emeoge tine shadows: the beauty lies in
molecular detail, the message in epidemioldprasitology2009;136(12): 1403-1413.

12.Galvdo MAM, Freitas A. Conferencias magistrales-felmedades rickettsiales: ¢Un
problema de salud publica en América Latina? Méa Costarricense 2013; 55 (3):7-10.

13.Valbuena G. Conferencias Magistrales: Rickettsigsashogenesis, inmunidad y desarrollo
de vacunas. Acta Médica Costarricense 2013; 5883%09.

14.Cutler SJ, Fooks AR, Van Der Poel WH. Public hedltreat of new, reemerging, and
neglected zoonoses in the industrialized world. igmg infectious diseas&01016(1): 1.

15.Richards AL. Worldwide detection and identificatiof new and old rickettsiae and
rickettsial diseases. FEMS Immunology & Medical Migiology 2012; 64(1): 107-110.

16.Eremeeva ME. Molecular epidemiology of rickettslisseases in North America. Ticks
and tick-borne disease 2012; 3: 331-336.

17.Boretti FS, Perreten A, Meli ML, Cattori V, Willi BNengi N & Hofmann-Lehmann R..
Molecular Investigations of Rickettsia helveticdertion in dogs, foxes, humans, and
Ixodes ticksApplied and environmental microbiolog@®09;7510): 3230-3237.

18.Bermudez CSE, Zaldivar AY, Spolidorio MG, Morae#hbiJ, Miranda RJ, Caballero CM
et al. Rickettsial infection in domestic mammalgsl dheir ectoparasites in El Valle de
Antén, Coclé, Panama. Veterinary parasitology 207%(1): 134-138.

19.Sentausa E. et al. Genome SequenceRitKettsia sibiricasubsp.mongolitimonaé J
Bacteriol 2012; 194 (9): 2389-90.

Pagina 46



20.Eremeeva ME, Berganza E, Suarez G, Gobern Lg&ue, Castillo L et al. Investigation
of an outbreak of rickettsial febrile illness Guatemala, 2007. International Journal of
Infectious Disease2013; 17: 304-311.

21.Buitrago DA, Pachén HE. Epidemiologia de las Ritdiesis. Una Revision Narrativa.
Aportes para la Vigilancia Epidemioldgica. Medidhes presentacion y factores asociados.
(Trabajo de grado para optar al titulo de Espetésien Epidemiologia). Universidad de
Antioquia, Facultad Nacional de Salud Publica Heaload Gomez, Sede Bogota, 2008.

22.Ribeiro MD, Furtado MA., Ferraudo AS, Cesario M, iv&tye MDA. Fatores ambientais
envolvidos na epidemiologia da febre maculosa nadesde Séo Paulo. Hygeia 2013;
9(16): 103-114.

23.Romer Y, Seijo AC, Crudo F, Nicholson WL, Varelao&ts A, Lash RR et al. Rickettsia
parkeri rickettsiosis, Argentina. Emerg infect 8311; 17(7): 1169-1173.

24.Venzal JM Rickettsia parkeriA Rickettsial pathogen transmitted by ticks in endeareas
for Spotted Fever Rickettsiosis in southern UruglRev Inst Med Trop Sao Paulo 2012;
54(3):131-4,

25.Venzal JM & Nava S. El género Rickettsia como égeate zoonosis en el Cono Sur de
Sudamérica. Rev Med Urug 2011; 27: 98-106

26.Labruna MB. Ecology of rickettsia in South Ameridean N Y Acad Sci 2009;1166:156-
166.

27.Santibafez S, Portillo A, Santibafiez P, Palomar, &ANDteo JA. Usefulness of rickettsial
PCR assays for the molecular diagnosis of humdettsioses. Enferm Infecc Microbiol
Clin 2013; 31(5): 283-288.

28.Troyo A et al. Short Report: Rickettsia felis ineBbcephalides felis from Guatemala and
Costa Rica. Am. J. Trop. Med. Hyg 2012; 86(6): 4-6&

29.Zavala-Castro. Rickettsia felis: un patogeno enm@egeen Latinoamérica. Acta Médica
Costarricense 2013; 55 (1): 11-12.

30.Labruna MB, Pacheco RC, Nava S, Brandao PE, Rich&ie LJ, Guglielmone AA.
Infection by Rickettsia belliiand Candidatus“Rickettsia amblyomniiiin Amblyomma
neumanni tickrom Argentina. Microbial Ecology 2009; 54:126-133

31.Forshey BM, Stewart A, Morrison AC, Galvez H, RodbaAstete H et al. Epidemiology
of spotted fever group and typhus group rickettsigdction in the Amazon basin of Peru.
The American journal of tropical medicine and hygi€010; 82(4): 683-690.

32.Fonseca L, Marcello G, Martins AV. Febre Maculo®evisdo de literatura—artigo de
revisdo. Saude & Ambiente em Revista 20f2): 1-20.

33.Hidalgo M, Faccini AA, Valbuena GRickettsiosis transmitidas por garrapatas en las
Américas: avances clinicos y epidemioldgicos, pgeain el diagndstico. Biomédica 2013;
33(1): 1-54.

34.Uchiyama T. Tropism and pathogenicity of ricketsi&ront Microbiol. 2012; 3 (230): 1-
11

35. Paddock CD, Fournier PE, Sumner JW, Goddard Jehkshy Y, Metcalfe MG et al.
Isolation of Rickettsia parkeri and identificatioh a novel spotted fever group Rickettsia
sp. from Gulf Coast ticks (Amblyomma maculatum)time United StatesApplied and
environmental microbiolog2010;76(9): 2689-2696

Pagina 47



36.Eremeeva ME, Karpathy SE, Krueger L, Hayes EKligviis AM, Zaldivar Y.Detection
and identification of flea-borne Rickettsiae in aseendemic for murine typhus in
California. Journal of Medical Entomology (2012), 4485-1494.

37.Alvarez HG, & Contreras Soto JJ. Letalidad por femanchada por Rickettsia rickettsii
en pacientes de un hospital pediatrico del estedS8ahora, 2004-201&alud Publica de
México2013;55(2): 151-152.

38.Hun L, Troyo A, Taylor L, Barbieri AM, Labruna MBrirst Report of the Isolation and
Molecular Characterization oRickettsia amblyommiand Rickettsia felisin Central
America. Vector Borne Zoonotic Dis 2011; 11(10)9%31397.

39.Szabdé MPJ, Pinter A, Labruna MB. Ecology, biologyl alistribution of spotted-fever tick
vectors in Brazil. Front Cell Infect Microbiol; 2813 (27): 1-9.

40. Spolidorio MG, Labruna MB, Mantovani E, Branddo FEchtzenhain LJ, Yoshinari NH.
Novel spotted fever group rickettsiosis, Brazil. &minfect Dis 2010; 16:521-523.

41.Silva N, Eremeeva ME, Rozental T, Ribeiro GS, PalldoD, Ramos EAG. ET al. Eschar-
associated spotted fever rickettsiosis, Bahia, iBfamerg infec dis 2011, 17(2): 275.

42.Quintero Vélez JC, Hidalgo M, Rodas JD. Rickettsiogna enfermedad letal emergente y
re-emergente en Colombia. Universitas Scientia0t?2, 17 (1): 82-99.

43.Paddock CD, Fernandez S, Echenique GA, Sumner #aid? WK, Zaki SR, et al.. Rocky
Mountain spotted fever in Argentina. Am J Trop Méyly 2008; 78(4): 687-692.

44.Labruna MB et al. Rickettsiosis en América LatiebCaribe, Espafia y Portugal. Rev.MVZ
Cérdoba 2011, 16(2):2435-2457.

45.Nicholson WL, Allen KE, McQuiston JH, BreitschwerB8, Little SE. The increasing
recognition of rickettsial pathogens in dogs aadgde. Trends in parasitology 2010; 26(4):
205-212.

46.Gehrke FS, Angeram RN, Marrelli MT, de Souza ERN&scimento EM, Colombo S &
Schumaker TT. Molecular Characterization of Medérean Spotted Fever Rickettsia
Isolated From a European Traveler in the Stateauf Baulo, BrazilJournal of Travel
Medicine2013,20(1): 54.

47.Camacho JR et al. Typhus fever occurrences in twal communities in Urcos-Cusco-
Diagndstico 1985, 15: 17-21.

48.Raoult D, Woodward T, Dumler S. The history of epidc typhus. Infect Dis Clin North
Am 2004; 18: 127-140.

49.0lano JP et al Epidemic typhus outbreaks in Cuzco, Peru. AmapTvied Hyg 1997;
(Suppl.) 60282.

50.Pachas PE et al. Brote de tifus murino en la pw&ide Huari. Libro de resimenes VI
Congreso de Enfermedades Infecciosas y Tropic&@@8-1ima, Peru.

51.Pachas PE, Mordn C, Hoyos 4t al. Rickettsia felis identified irCtenocephalides canis
fleas from Peruvian Andes. Presented at the ASfRiBalla Joint Conference. Big Sky,
Montana, USA, 2001.

52.Sihuincha M, Anaya E, Carranza V, Durand S. Evigerserologica de la presencia de
Rickettsias del grupo de la fiebre manchada ennfZonia del Perd. Rev Peru Med Exp
Salud Publica 2006; 23(4): 284-7.

Pagina 48



53.Ramal C, Diaz E, Lopez J. Rickettsiosis, enfermedagtrgente en Loreto. Evidencia
seroldgica de 20 casos. Revista Peruana de Medixiparimental y Salud Publica 2007;
24(1): 99-100.

54.Mostorino R, Anaya E, Mendoza, L. Identificacida una nueva area de infeccion por
rickettsias del grupo typhi: estudio de un brotetifies en Huanuco. Rev peru med exp
salud publica 2003; 20(1): 15-21.

55.Bowman DD. Introduction to the Alpha-proteobacterd/olbachia and Bartonella,
Rickettsia, Brucella, Ehrlichia and Anaplasmiapics in Companion Animal Medicine
2011,26(4), 173-177.

56.Fields KA, Heinzen RA, & Carabeo R. The obligatianellular lifestyle Front microbiol
2011;2: 99.

57.Walker, DH. Rickettsiae and rickettsial infectiotise current state of knowledggélinical
infectious disease2007,45Supplement 1):39-44.

58.Gueguen G, Rolain JM, Zchdfein E, Vavre, F, Fleury F, & Raoult D. Molecular
detection and identification of Rickettsia endosyonb in different biotypes of Bemisia
tabaci.Clinical Microbiology and Infectior2009;15(s2): 271-272.

59.Dantas-Torres F, Chomel BB, Otranto D. Ticks aruk-borne diseases: a One Health
perspective. Trends in Parasitoldgfy12; 28 (10): 437-446.

60.Merhej V, El Karkouri K, Raoult D. Whole genorbased phylogenetic analysis of
RickettsiaeClinical Microbiology and Infectior2009; 15 (s2): 336-337.

61.Zavala-Castro JE, Zavala-Velazquez JE, Sulu UiéabMurine typhus in child, Yucatan,
Mexico. Emerg Infect Dis 2009; 15:972-4.

62.Hirunkanokpun S, Thepparit C, Foil LD, Macaluso KRHorizontal transmission of
Rickettsia felis between cat fleas, Ctenocephalidis Mol Ecol. 2011 Nov; 20(21):4577-
86.

63. Abramowicz KF, Wekesa JW, Nwadike CN, Zambrano Mhaypathy SE, Cecil D, Burns
J, Hu R, Eremeeva ME. Rickettsia felis in cat fle@senocephalides felis parasitizing
opossums, San Bernardino County, California. MetiBfgomol. 2012 Dec; 26(4):458-62.

64.Raoult D. Emerging rickettsioses reach the Un@tates. Clin Infec dis 2010; 51(1):121-2.

65. Prakash, J. A. J., Sohan Lal, T., Rosemol, V., Wesg, V. P., Pulimood, S. A., Reller,
M., & Dumler, J. S. (2012). Molecular detection aadalysis of spotted fever group
Rickettsia in patients with fever and rash at &iger care centre in Tamil Nadu, India.
Pathogens and Global Health06(1), 40-45.

66. Gillespie JJ, Ammerman NC, Beier-Sexton M, Sobr@| Bzad AF. Louse- and flea-borne
rickettsioses: biological and genomic analyses.Ré&s 2009; 40(2): 12.

67.Zavala C, Jorge, Ruiz S, Alfredo, & Zavala V, Jorgas Rickettsias del grupo de las
fiebres manchadas: Respuesta inmune y sus protemasnodominantesRevista meédica
de Chile2004,1323), 381-387.

68.Pallen MJ y Wren BW. The HtrA family of serine peases. Molecular Microbiology 1997,
26(2): 209-221

69.Jong-Hyun Kim, y Myong-Joon Hahn. Cloning and Sewireg of the Gene Encoding the
Candidate HtrA of Rickettsia typhi. Microbiol. Immal. 2000, 44(4): 275-278.

Pagina 49



70.Roux V, Rydkina E, Eremeeva M, Raoult D. Citratatbpase gene comparison, a new tool
for phylogenetic analysis, and its application tloe rickettsiae. Int J Syst Bacteriol. 1997
Apr;47(2):252-61.

71.Clarridge Ill, JE. Impact of 16S rRNA Gene Sequercwlysis for Identification of
Bacteria on Clinical Microbiology and Infectiousdeases. Clinical Microbiology Reviews,
2004, Vol. 17, No. 4, p. 840-862.

72.Stothard DR, Clark JB y Fuerst P A. Ancestral Dywarce of Rickettsia bellii from the
Spotted Fever and Typhus Groups of Rickettsia antdgaity of the Genus Rickettsia.
International Journal of systematic Bacteriolog94.9vol. 44, No. 4, p. 798-804

73.Ministerio de Salud Peru — Home Portal Institutocidaal de Salud- Sistema de
Informacion de resultados por Internet NET LAB.

74.Estrada-Pefia A, Ayllbn N, De La Fuente J. Impafctlimate trends on tick-borne
pathogen transmission. Frontiers in physiology 231¢54): 1-12.

75.Anaya et al. Infecciones rickettsiales transmitigas pulgas y garrapatas en cuatro
poblaciones fronterizas del Pert: Tumbes, Tacnaetboy Madre de Dios, 2010-2012.
Poster VI Congreso Cientifico del Instituto Nacibta Salud, 30-Noviembre-2012.

76.UTMB. IFA procedure for detection of antibodies Rickettsia rickettsii. Infectious
Diseases Reference Laboratory, Department of RagiioGalveston, Texas, 2003, 1-6.

77.Anderson BE, Tzianabos T. Comparative sequencgsisalf a genus-common rickettsial
antigen gene. J.Bacteriology 1989, 171: 5199-5201.

78.Blair PJ, Jiang J, Schoeler GB, Moron C, Anaya Esfgedes M et al. Characterization of
spotted fever group rickettsiae in flea and tick@mens from northern Peru. Journal of
clinical microbiology2004;42(11): 4961-4967.

79.Jiang J et al. Phylogenetic Analysis of a Novel &tolar Isolate of Spotted Fever Group
Rickettsiae from Northern PerCandidatus Rickettsia andeanae. Ann. N.Y. Acad. Sci
2005; 1063: 337-342.

80.Hunt DE, Klepac-Ceraj V, Acinas SG, Gautier C, Bgson S y Polz MF. Evaluation of
23S rRNA PCR primers for use in phylogenetic stsidiebacterial diversity. Appl Environ
Microbiol 2006, 72(3): 2221-2225.

81.La Scola B, Raoult D. Laboratory diagnosis of ritki@ses:current approaches to diagnosis
for old and new rickettsial diseases. J Clin Micob997; 35: 2715-27.

82.Blanco JR, Jado I, Marin M, Sanfeliu I, Portillo Anda P. Diagnéstico microbiolégico de
las infecciones por patdégenos bacterianos emeigeAt@plasma, Bartonella, Rickettsia,
Tropheryma whipplei. Enferm Infecc Microbiol Cli9@8; 26(9):573-80.

83. Wike DA, Ormsbee RA, Tallent G y Peacock MA. Effedf Various Suspending Media
on Plaque Formation by Rickettsiae in Tissue Caltimfection and immunity, 1972, Vol.
6, No. 4, p. 550-556.

84. Saisongkorh W, El Karkouri K, Patrice JY, Bernafd Rolain JM y Raoult D. Short
Communication. Tryptose phosphate broth improvesk&isia felis replication in
mammalian cells. FEMS Immunol Med Microbiol 2012, 64 111-114.

85. Paddock CD. Perspectivas sobre el diagnosticolaedtorio de enfermedades rickettsiales
en el siglo 21. Acta Méd Costarricense 2013; 5513)24.

Pagina 50



86. Cicuttin G & Nava S. Molecular identification of ékettsia parkeri infecting
Amblyomma triste ticks in an area of Argentina wheases of rickettsiosis were diagnosed.
Memodrias do Instituto Oswaldo Cruz 201®§1): 123-125.

kkkkkkkkkkkkkkhkkkhkkkkkkkk

Pagina 51



11.ANEXO 1

//L. INSTITUTO NACIONAL DE SALUD CODIGO DE MUESTRA
" \}1 CENTRO NACIONAL DE SALUD PUBLICA
I» > LABORATORIO DE METAXENICAS BACTERIANAS

FICHA CLINICO EPIDEMIOLOGICA DE RICKETT SIOSIS
| -DATOS GENERALES

2,

ESTABLECIMIENTO DE SALUD: REGION:
PACIENTE: EDAD: SEXO:
LUGAR DE NACIMIENTO: Departamento Provincia
Distrto Localidad
LUGAR DE PROCEDENCIA: Departamento Provincia
Distrito Localidad
OCUPACION: GRADO DE INSTRUCCION:

I -DATOS CLINICOS

FECHA INICIO DE SINTOMAS: FORMA DE INICIO: Brusco ( ) Insidioso ()

SINTOMAS PRINCIPALES:
Fiebre () Petequia () Congestion nasal ()
Escalofrios () Postracion () Congestion faringea ()
Cefalea () Dolor retroocular () Tos ()
Malestar general () Dolor abdominal ( ) Palidez ()
Mialgia ( )..cooveeviiiiiia... Nausea () Ictericia ()
Artralgia () Vomito () Melena ()
Rash maculopapular ( ) Diarrea () Otros:

TOMO ANTIBIOTICO: Si( ) No( ) TIPO Y DOSIS: TIEMPO:

ANALISIS REALIZADOS: Leucopenia ( ) Trombocitopenia ( ) Transaminasas ( )

RESULTADOS:

Il -DATOS EPIDEMIOLOGICOS (Factores de riesgo)

CONTACTO ANTERIOR CON: piojos ( ) pulgas ( ) garrapatas () acaros ()
pericotes () ratas () roedores silvestres ()

ZONAS QUE VIAJO UN MES ANTES DE ENFERMAR (Dpto.-Prov.-Dist.-Localidad):

CLIMA DE LAS ZONAS QUE VIAJO UN MES ANTES DE ENFERMAR:

LA CANTIDAD DE (PULGAS) , (RATAS) Y/O (PERICOTES) EN LA ZONA ES:

menor o igual que los afios anteriores () mayor que los afos anteriores ()
ANIMALES QUE TIENE EN CASA:
FRECUENCIA DE a) Bario personal: b) Cambio y lavado de ropa:
VIVIENDA-TECHO: calamina( ) tejas ( ) naterial noble ( ) otros:
VIVIENDA-PISO: tierra( ) madera( ) cemento ( ) otros:

VIVIENDA-PAREDES: adobe ( ) madera( ) material noble ( ) otros:
AGUA: potable () entubada () riachuelo () otros:

DESAGUE: entubado( ) silo( ) acequia( ) otros:
N°PERSONAS QUE VIVEN CON USTED: N°DE CAMAS:

IV -DATOS DE LA MUESTRA
MUESTRA ENVIADA: Suero( ) Sangre total ()
Piojos () Pulgas () Garrapatas ( ) Acaros ()
FECHA TOMA DE MUESTRA:
RESULTADOS:

V_-DATOS DEL ENTREVISTADOR
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ANEXO 2

EXTRACCION DE MATERIAL GENOMICO A PARTIR DE AISLAMI  ENTOS
(Kit de Invitrogen PureLink

Lisis celular

1. Se descongelaron los aislamientos y se homogenizsrgdrtex manteniéndolos a 4°C.

2. Se colocaron 20@L en tubos eppendorff con 2Q0L de buffer de lisis, 2QuL de
Proteinasa K y 2QlL RNasa A del Kit, homogenizando suavemente comapipeta.

3. Se incubo por 2 minutos.

4. Se llevo a bafio maria de 55°C por 30 minutos..

5. Se agreg6 20QL de etanol frio al 100%, homogenizando por inversilurante 5
segundos.

Anclaje del DNA

1. Se colocé la mezcla anterior hacia una columna BpieLink depositada en un tubo
colector.

2. Se centrifug6 a 12 000 RPM por 1 minuto a tempeaambiente.

3. Se descart6 el tubo colector y se deposité la aoduem un nuevo tubo colector

Lavado del DNA

Se agreg6 500L del buffer de lavado 1 PureLink.

Se centrifug6 a 12 000 RPM por 1 minuto a tempesambiente.

Se descarto el tubo colector y se deposité la asduem un nuevo tubo colector.
Se agreg0 500L del buffer de lavado 2 PureLink.

. Se centrifug6 a 14 000 RPM por 3 minutos a tempexambiente.

lucion del DNA

Se depositd la columna en un nuevo tubo colectee yagregé 3L de buffer de
elusion PureLink.

Se incubd durante 2 minutos a temperatura ambiente.

Se centrifug6 a 14 000 RPM por 1 minuto a tempesambiente.

Se agreg6 3QL de buffer de elusién PureLink.

Se centrifug6 a 14 000 RPM por 3 minutos a tempeaambiente.

Se traspaso todo lo recuperado hacia un tubo epdéndevo de 1.5 mL.

Se almacené a 4°C hasta por 12 horas para luegzahar a -20°C.

P mMmakdwdE
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ANEXO 3

EXTRACCION DE MATERIAL GENOMICO A PARTIR DE VECTORE S

1. Se tritur6 y homogeniz6 un pool de vectores poaaath de las muestras en 250
ul de buffer de lisis 1X y 20 ul de proteinasa Rr(ig/ml).

2. Se agregd 200 ul de fenol: cloroformo: alcohol isii@o (20:20:1),
homogenizando por inversion.

3. Se centrifugé a 13 000 rpm por 2 min.

4. Se transfirio el sobrenadante a un tubo nuevo rg@#o los dos pasos anteriores
hasta que el sobrenadante quedara translucido.

5. Se agrego6 200 ul de alcohol absoluto, colocand20& por 10 min, para luego
centrifugar a 13,000 rpm por 3 min.

6. Se descartd el sobrenadante y se agregd 200 ulcdeobhde 70° para luego

centrifugar a 13,000 rpm por 3 min.

Se descarto el sobrenadante, se dejé secar e kdbagrego 70 ul de buffer TE.

Se dejo a 4°C por un maximo de 12 horas, almacenaedo a -20°C.

o~

ANEXO 4

Protocolo deamplificacion por reaccién en cadena de la polimerasdel gen 17KDa

ANEXO 5

Protocolo de reaccion para secuenciamiento de amiitiados

Etapa Temperatura | Ciclos | Tiempo
Denaturacion inicial 94°C 1 3 min
Denaturacion 94°C 40 30 seg
Hibridacion 48°C 30 seg
Extensién 72°C 30 seg
Extension final 72°C 1 5 min

Etapa Temperatura | Ciclos | Tiempo
Denaturacion inicial 96°C 1 1 min
Denaturacion 96°C 35 10 seg
Hibridacion 48°C 45 seg
Extensién 60°C 1 min
4°C 1 0
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