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RESUMEN

Objetivos. Determinar circulacion de rickettsias durante los afios 2010 al 2011 en localidades fronterizas de cuatro
regiones del Per(, y sus caracteristicas clinicas epidemiolégicas y moleculares. Materiales y métodos. Estudio
transversal realizado en Tumbes, Tacha, Madre de Dios y Loreto. Se obtuvo datos clinicos epidemioldgicos y muestras
de sangre total para cultivo y para ensayo de inmunofluorescencia indirecta (IFl). Fue utilizado ADN extraido de cultivos
de leucocitos y de ectoparasitos, aquellos genes especificos para rickettsias que amplificaron exitosamente fueron
secuenciados y analizados. Resultados. El 33,8% de los encuestados portaba anticuerpos a rickettsias; en Loreto
21,7%, en Madre de Dios 33,0%, en Tacna 48,2% y en Tumbes 33,3%, encontrandose seropositividad en mas del
40% de aislamientos confirmados por IFIl. Las pruebas moleculares evidenciaron la presencia de Rickettsia felis en
Ctenocephalides felis de perros y gatos de Tacna y una especie recientemente reportada para Latinoamérica: Candidatus
Rickettsia asemboensis en pulgas Ctenocephalides felis de gatos y perros de Loreto y Madre de Dios. De la poblacion
estudiada, el 81,4% inform6 antecedentes de contacto con ectoparasitos, el 22,6% eran asintomaticos y el 27,8%
habitaban viviendas sin agua ni desagle, con piso de tierra. Conclusiones. Evidencias serolégicas y moleculares
confirman la circulacién de rickettsias en las localidades fronterizas estudiadas, con predisponentes epidemioldgicos,
demostrandose presencia de dos especies: Rickettsia felis y Candidatus Rickettsia asemboensis, las que representarian
una amenaza potencial para la salud de los pobladores.

Palabras clave: Infecciones por Rickettsia, Peru, Epidemiologia molecular, Vectores artropodos (fuente: DeCS BIREME).

EPIDEMIOLOGICAL AND MOLECULAR PROFILE OF RICKETTSIOSIS IN
PERUVIAN BORDER LOCATIONS

ABSTRACT

Objectives. To determine the circulation of Rickettsia in the years 2010 and 2011 in border locations in four regions of
Peru and their clinical epidemiological and molecular characteristics. Materials and Methods. A cross-sectional study
was carried out in Tumbes, Tacna, Madre de Dios, and Loreto. Whole blood samples were obtained from participants
for culture and indirect immunofluorescence (lIF) testing. The DNA taken from leukocytes and ectoparasite cultures was
used, and those genes detected for Rickettsia that were successfully amplified were sequenced and analyzed. Results.
A total of 33.8% of those surveyed carried Rickettsia antibodies (21.7% in Loreto, 33.0% in Madre de Dios, 48.2% in
Tacna, and 33.3% in Tumbes). Seropositivity was confirmed with IIF in over 40% of isolates. Molecular tests showed
the presence of Rickettsia felis in Ctenocephalides felis of dogs and cats in Tacna and a recently reported species for
Latin America, Candidatus Rickettsia asemboensis, in fleas of cats and dogs in Loreto, Madre de Dios, and Tacna. Of
the population studied, 81.4% reported a history of contact with ectoparasites, 22.6% were asymptomatic, and 27.8%
lived in earthen-floored homes without water or drainage. Conclusions. Serological and molecular evidence confirms
the circulation of Rickettsia in the border locations studied, with predisposing epidemiological factors. Tests confirm the
presence of two species, Rickettsia felis and Candidatus Rickettsia asemboensis, which represent a potential threat to
the health of the inhabitants.
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INTRODUCCION

Las zonas fronterizas del territorio peruano estan
constituidas por localidades alejadas de los servicios
basicos de saneamiento y salud e influenciadas
basicamente por sus ecosistemas y su situacion
demografica, delineandose una dinamica con patrones
epidemiolégicos caracteristicos para la transmision
y diseminacion de agentes infecciosos, es el caso de
algunas enfermedades asociadas a vectores como las
causadas por rickettsias, tal como ha venido ocurriendo
a través del tiempo en diversas latitudes (.

Las infecciones causadas por rickettsias constituyen
enfermedades sistémicas febriles que afectan a grupos
poblacionales diversos, incluyendo individuos de cualquier
edad, independientemente de su estado inmune ©@. Su
presentacion estainfluenciada porfactores medioambientales,
como el cambio climatico y el incremento de la humedad en
verano, lo cual crea condiciones propicias para la movilizacién
de los agentes transmisores y su desplazamiento a través de
fronteras internacionales ©. En general, se sabe poco acerca
de la carga de enfermedad por rickettsiosis y de sus ciclos de
transmision en muchas regiones del mundo @, en especial
en América Latina ®. No obstante, la informacion disponible
sugiere que la transmision en Sudameérica, por ejemplo de
la denominada “fiebre manchada”, es mas prevalente que la
reportada ©.

En Peru, existen reportes de circulacion de anticuerpos
para rickettsias en localidades con caracteristicas
favorables para presencia de ectoparasitos (piojos, pulgas,
garrapatas) ), ademas se han llevado a cabo estudios
moleculares con artrépodos vectores procedentes de
varias localidades del territorio peruano ©'"; no obstante,
hace falta mayor informacién acerca del entorno
epidemioldgico asociado y las especies de rickettsias que
estarian circulando, este conocimiento podria repercutir
en el manejo clinico de los pacientes con cuadros febriles
inespecificos y en la prevencion de la enfermedad para
grupos en riesgo (12,

Las zonas consideradas para el presente estudio
fueron seleccionadas por exhibir caracteristicas
epidemioldgicas favorables para la presentacion de
rickettsiosis, el objetivo del estudio fue evidenciar la
circulacion de rickettsias durante los afios 2010 al 2011,
en zonas de frontera peruana, ademas de describir sus
caracteristicas clinico epidemioldgicas y moleculares.

MATERIALES Y METODOS
DISENO DEL ESTUDIO

Se llevo a cabo un estudio de disefio transversal en
localidades de la frontera peruana, especificamente
durante los meses de abril, mayo, junio del 2010 en
Loreto y Madre de Dios y en Tumbes y Tacna en marzo,
abril y mayo del 2011, efectuandose encuestas y

obtencion de muestras con el propésito de identificar la
circulacion de rickettsias.

POBLACION

El estudio se realiz6 en localidades ubicadas en cuatro
regiones de frontera del Perd, cuyas caracteristicas
geogréficas (¥ y climatolégicos condicionantes (' para
la presentacion de enfermedades transmisibles como
las rickettsiosis, se describen a continuacion:

Tumbes, es una regién ubicada al noroeste del Peru, es
una zona costera que se encuentra a 5 a 7 m de altitud,
posee un clima muy calido, la temperatura media anual
maxima y minima es 32,1 y 22 °C respectivamente.
La precipitacion media anual es de 350,5 mm. El
clima varia con la ocurrencia del fenémeno de El Nifo,
principalmente con las lluvias.

Loreto, ubicada en la zona oriental del Pert, selva baja
norte, se encuentra a 105 msnm, en la provincia de Maynas,
la temperatura media anual maxima es de 31 °Ca 36 °Cy
la media anual minima de 21 °C. con promedio de 26 °C.
Mazan es un distrito rural y riberefio con poblados dispersos,
altitud de 108 msnm, al margen derecho del rio Napo.

Tacna es una regidon ubicada al sur oeste de Peru,
se encuentra a 800 msnm, es un valle costero con
ambiente subtropical arido, clima seco, con ausencia de
lluvias regulares y una temporada de lloviznas que se
extiende desde junio hasta agosto. La temperatura es
moderada y tiene un promedio anual de 18,6 °C, con
una maxima de 32 ° C y una minima de 10 °C.

Madre de Dios, es una regioén ubicada en la parte sur
oriental, se encuentra a 308 m de altitud, con temperatura
promedio de 38 °C. EIl clima varia entre humedo y
subhumedo, con precipitaciones que oscilan entre 1 500
y 3000 mm anuales. En los meses de agosto y setiembre
el clima sufre a veces influencias de masas de aire frio
que llegan desde el sureste del continente americano
ocasionando el friaje que puede llegar a los 8 °C.

MUESTRA

Para determinar el tamafio de muestra se consider6 cada
regiéon por separado, haciéndose una estimacion de una
prevalencia del 50%, por reportes previos de la infeccién
en base a serologia, nivel de confianza del 95% con
error del 5% y posible rechazo a participar de un 15%, se
considero suficiente y representativa una muestra de 380
individuos en promedio para cada una de las regiones.

Las encuestas fueron efectuadas aleatoriamente,

habiendo seleccionado previamente las localidades de
estudio en base a la poblacion existente en cada una
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de ellas y guiandose con un mapa de cada distrito,
se distribuyd cada area de estudio en manzanas
numeradas, con sucesivos sorteos de dichos numeros
para iniciar los muestreos y del sentido del avance
del muestreo (horario o antihorario) y el salto de una
vivienda hacia otra. En localidades sin distribucién
urbana, viviendas rurales alejadas una de otra, fueron
seleccionadas asignandoles un nimero de identificacion
a cada centro poblado.

Se obtuvo muestras de artrépodos ectoparasitos de
animales domésticos vinculados a los participantes en
la encuesta.

CRITERIOS DE INCLUSION Y EXCLUSION

Se incluyeron a individuos de diversos grupos de edad,
que estuvieran residiendo con permanencia minima
de un mes, en alguna de las localidades de las cuatro
regiones y que aceptaron participar después de recibir
la informacién correspondiente al estudio y firma del
consentimiento informado. También se incluyeron
los artrépodos parasitos capturados en animales
domésticos y/o peridomiciliarios de las viviendas de los
sujetos encuestados al momento del estudio.

Se excluyeron apersonas en tratamiento con antibioticos,
con diagnodstico de enfermedad crénica terminal,
inmunosuprimidos o con enfermedad psiquiatrica mayor
(psicosis o esquizofrenia). Ademas, se excluyeron a
aquellos que no aceptaron participar en el estudio ni
firmar el consentimiento informado.

VARIABLES

Se consideraron como variables sociodemograficas a
la edad, sexo y procedencia de los participantes. Las
variables ecoepidemiologicas hacen referencia a los
antecedentes de contacto con artrépodos ectoparasitos
y/o animales domésticos intra o peridomiciliarios, al
tipo de vivienda, saneamiento o disponibilidad de agua
y desagiie, y la realizacién de viajes previos. Como
variables clinicas se consideré a la sintomatologia al
momento de la obtencion de las muestras, como variables
serolégicas se consideré a la presencia o ausencia de
anticuerpos para Rickettsia sp, asimismo para los analisis
moleculares se determind las secuencias parciales de
cuatro genes: hirA, gltA, ompA 'y ompB.

PROCEDIMIENTO

La explicacion de las caracteristicas del estudio, las
posibles molestias de la toma de muestra y la invitacion
a participar lo realizaron dos personas del equipo de
campo. Luego de la firma del consentimiento informado,
se procedi6 a obtener 1 a 5 mL de sangre venosa en
condiciones de esterilidad, en dos tubos Vacutainer®,
uno con anticoagulante y otro sin anticoagulante,
conservando ambos a 4 °C.
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En el laboratorio se procedié a extraer de la sangre
total con anticoagulante, mediante centrifugacién con
polimero de sucrosa para establecer gradiente de
densidades, el paquete de células blancas, que fue
inoculado en linea celular Vero ATCC CRL-1586 (rifion
de mono verde africano Cercopithecus aethiops), a fin
de aislar rickettsias, utilizando medio Eagle con sales
de Earle), suplementado con L-glutamina, aminoacidos
no esenciales, piruvato de sodio y suero bovino fetal
al 5%, para su propagacion y mantenimiento, siendo
incubados durante 15 dias a 34 °C en presencia de
5% de CO, 9, para ser luego cosechados y verificada
su viabilidad, siendo el criterio de positividad la prueba
de Inmunofluorescencia indirecta (IFl) para deteccion
de antigeno rickettsial (®, empleando conjugado
comercial y controles de referencia positivo y negativo
también comerciales, de reconocida efectividad y
reproducibilidad.

De las muestras sin anticoagulante se separaron
los sueros para evaluar presencia de anticuerpos
especificos a rickettsias mediante IFI, empleando
laminas impregnadas in house (preparadas en
el Laboratorio de Metaxénicas Bacterianas del
Instituto Nacional de Salud de Peru) con antigeno de
Rickettsia akari (grupo transicional) filogenéticamente
relacionado al grupo de las fiebres manchadas y con
antigeno de Rickettsia canadensis (grupo ancestral),
filogenéticamente relacionado al grupo Tifus (7.

Los artropodos ectoparasitos fueron identificados y
clasificados empleando guias taxonémicas para pulgas ('®
y garrapatas "9, en grupos de 2 a 5 individuos por muestra,
desinfectados en alcohol 70%, lavados en buffer fosfato
salina, triturados, y homogenizados en buffer de lisis 1X
con proteinasa K (10 ug/ml).

Se realiz6 la extraccion del ADN gendmico y luego
la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) para
amplificacion parcial de secuencias determinadas de
cuatro genes: gen htrA (lipoproteina 17kDa, 434 pb),
gen gltA (citrato sintasa, 381 pb); y genes de envoltura
ompA, 590 pb y ompB, 2478 pb, empleando iniciadores
(primers) especificos del género Rickettsia previamente
reportados @9; y como controles positivos, el ADN
de Rickettsia akari aislado de embriones de pollo y
de Rickettsia felis aislado de vectores, verificados
por secuenciamiento; como control negativo agua
de grado molecular y como control de especificidad
ADN de microorganismo no rickettsial, Leptospira sp.
Los productos especificos de los genes amplificados,
obtenidos en el PCR, fueron purificados, y secuenciados
en ambas direcciones, en analizador genético 3500xI.

El andlisis bioinformatico consistié en el limpiado de las
secuencias obtenidas utilizando los programas BioEdit
V7.2.5 y Mega V.6; y ensamblado de secuencias con
el programa Cap3. Las secuencias consenso fueron
comparadas, por alineamiento local, con la base de datos
del NCBI (National Center of Biotechnology Information).
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ANALISIS ESTADISTICO

Para las variables cuantitativas (edad, resultados
de serologia y resultados de aislamiento por region
geografica), se expresaron con medidas de tendencia
central, media o mediana dependiendo de su
distribucién. Los datos cualitativos (sexo, procedencia,
presencia de animales domésticos, antecedentes de
contacto con artrépodos ectoparasitos, deficiencia
en vivienda y saneamiento, viajes previos realizados)
fueron expresados como frecuencias y porcentajes.
La informacion fue ingresada a una base de datos
elaborado en Excel y luego procesados y analizados
con el programa EPI-INFO v 3.5.4. La presentacion de
los resultados se realizdé mediante tablas de frecuencias
absolutas y porcentuales.

CONSIDERACIONES ETICAS

El estudio conto con la aprobacién del Comité de Etica
del Instituto Nacional de Salud de Peru. Se guardd
reserva acerca de las identidades de los sujetos
encuestados, sus declaraciones, informacion y demas

datos generados. Asimismo, los resultados de las
pruebas fueron dados a conocer en cédigos de trabajo.

RESULTADOS

La muestra final obtenida considerando perdidas de
informacién durante la revisiéon de las fichas clinico-
epidemioldgicas fue de 1 634 individuos en total,
procedentes de 18 localidades de zonas fronterizas, dos
de Loreto, cuatro de Madre de Dios, dos de Tacna y 11 de
Tumbes (Figura 1).

Fueron capturados 216 artropodos ectoparasitos
(pulgas, piojos y garrapatas), 87 en Tumbes, 53 en
Tacna, 20 en Loreto y 56 en Madre de Dios, obtenidos
de perros y gatos de las viviendas de los encuestados.

ANALISIS EPIDEMIOLOGICO

Se encontré mayor frecuencia de participantes de sexo
femenino (65,7 vs 34,3%) en todas las regiones; la
mediana de la edad de los participantes fue de 32 afios
con edades extremas entre 1y 89 afios (Tabla 1).
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Figura 1. Distribucion de la muestra entre las cuatro regiones de frontera estudiadas.
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Tabla 1. Caracteristicas socio demograficas, eco epidemioldgicas, serolégicas y de cultivo de las rickettsiosis en las

cuatro regiones estudiadas

Caracteristicas Total Loreto Madre de Dios Tacna Tumbes
Procedencia n(%) 1634 (100,0) 410 (25,1) 412 (25,2) 388 (23,7) 424 (26,0)
Edad, mediana (min-max) 32 (1- 89) 35 (5-89) 31 (1-75) 30 (1-73) 32 (1- 84)
Sexo n(%)
Femenino 1073 (65,7) 238 (22,2) 276 (25,7) 260 (24,2) 299 (27,9)
Masculino 561 (34,3) 172 (30,7) 136 (24,2) 128 (22,8) 125 (22,3)
Caracteristicas eco epidemiologicas n/N(%)
* Presencia de animales 924/1634 (56,5) 166 (18,0) 262 (28,4) 225 (24,3) 271 (29,3)
t Contacto con artropodos 1330/1634 (81,4) 375 (28,2) 363 (27,3) 347 (26,1) 245 (18,4)
* Deficiencia en vivienda 454/1634 (27,8) 98 (21,6) 90 (19,8) 85 (18,7) 181 (39,9)
Viajes previos 282/1634 (17,3) 64 (22,7) 67 (23,7) 73 (25,9) 78 (27,7)
Viajes previos a localidades mas calidas 144/1634 (8,8) 31 (21,5) 29 (20,2) 19 (13,2) 65 (45,1)

Caracteristicas serologicas y de cultivo n/N(%)
Presencia de anticuerpos para rickettsias
Cultivos positivos en IF| para Rickettsias

Positivos en cultivo, con serologia
positiva

553/1634 (33,8)
86/1634 (5,3)

40/86 (46,5)

89/410 (21,7) 136/412 (33,0)
4/410 (1,0)  14/412 (3,4)

187/388 (48,2) 141/424 (33,3)
37/388 (9,5) 31/424 (7,3)

0/4 (0,0)  814(57,1) 16/37 (43.2) 16/31 (51,6)

* Presencia intradomiciliaria o peridomiciliaria de animales como perro, gato, rata, aves de corral, ganado, entre otros
T Antecedentes de contacto con artrépodos ectoparasitos como pulgas, piojos y garrapatas
* Deficiencia en vivienda y saneamiento con piso de tierra, no material noble, sin agua ni desaglie

Mas de la mitad de los encuestados (56,5%) refirio
el contacto con animales domésticos tanto a nivel
intradomiciliario como a nivel peridomiciliario y
aproximadamente cuatro de cada cinco encuestados
inform6 contacto con artropodos ectoparasitos como
pulgas, piojos y garrapatas durante alguna vez en su
vida. El 27,8% manifesté deficiencias en sus viviendas
como no utilizar material noble en su construccion,
presencia de piso de tierra, y problemas de saneamiento
como ausencia de agua y/o desague.

Un 33,8% (553) del total de encuestados tenia anticuerpos
al género Rickettsia y un 5,3% (86) del total presentaron
cultivos positivos para Rickettsia, el 15,6% (86/553) de
los positivos en serologia resultaron también positivos en
cultivo para aislamiento.

En Loreto se encontrd 21,7% (89) con serologia positiva,
pero ninguno de los cuatro cultivos que resultaron
positivos en aislamiento verificado por IFI, correspondio
a individuos con anticuerpos detectables. En las otras
tres regiones estudiadas si se encontré seropositividad
a rickettsias en aquellos que también eran positivos en
cultivos, en Madre de Dios ocho tuvieron cultivo positivo
de 136 positivos en serologia (5,8%), en Tacna 16 de
187 (8,5%) y en Tumbes 16 de 141 (11,3%).

El sintoma mas frecuente reportado en el total de los
encuestados fue la presencia de cefalea en casi la mitad
de los encuestados (48,4%), mientras que el sintoma
menos frecuente fueron las nauseas (10,0%) (Figura 2).
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La distribucién de los sintomas entre los que resultaron
positivos por IFl y que tuvieron cultivo positivo (31),
fueron 16 (51,6 %) con cefalea, 13 (42%) con malestar
general, nueve (29%) con mialgia, artralgia, cinco febriles
(16%), cinco con dolor abdominal (16%), los demas
sintomas como nauseas: 3 (9,67%), vomito, diarrea,
entre otros, fueron poco frecuentes. Esta distribucion
porcentual de sintomas fue similar al total de la muestra.

ANALISIS MOLECULAR

31 cultivos de rickettsias propagados en sub cultivos
y verificados como positivos por IFI, en el analisis
molecular no evidenciaron bandas especificas. 16 de
218 pool (grupos) de vectores fueron positivos para ADN
rickettsial, obteniéndose productos de PCR especificos
de 434 pb (htrA) y de 381 pb (gltA) (Figura 3).
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CE: Cefalea, MG: Malestar general, Fl: Fiebre, MI: Mialgia,
DA: Dolor abdominal, A: Asintomatico, NA: Nauseas

Figura 2. Frecuencia de sintomas encontrados en pobladores
de localidades de frontera peruana 2010-2011.
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Figura 3. PCR del gen gltA (a) y htrA (b) a partir de ADN total provenientes de pulgas Ctenocephalides felis colectados en perros
y gatos de zonas fronterizas del Peru. M: Marcador de 100 pares de bases. Carril 1-6: ADN extraido de vectores provenientes de

regiones fronterizas del Peru

Mediante el secuenciamiento de los genes htrAy gltA; y el
andlisis del grado de homologia (basado en una evaluacién
de identidad = al 99%, y una cobertura = al 98%); se
identificd Rickettsia felis en Ctenocephalides felis de perros
y gatos de Tacna; y una especie nueva para la regiéon y

para Peru: Candidatus Rickettsia asemboensis en pulgas
Ctenocephalides felis de gatos y perros de Loreto y Madre
de Dios. El andlisis de los genes parciales ompA (590 pb) y
ompB (2478pb) amplificados y secuenciados, confirmaron
los resultados obtenidos (Tabla 2).

Tabla 2. Especies de rickettsias identificadas en 16 pool de ectoparasitos capturados en animales domésticos de
zonas fronterizas del Peru, cuyos ADN amplificaron exitosamente en reaccion en cadena de polimerasa (PCR).

Especie identificada

Procedencia de las muestras de ADN Grado de homologia (Identidad 2 99%; Cobertura 2 98%)

rickettsial de ectoparasitos

Genes secuenciados

Pool Region Huésped htrA gltA ompA ompB

1 Tacna perro R. felis R. felis R. felis R. felis

2 Loreto gato Rickettsia sp. Ca. R. asemboensis * Ca. R. asemboensis
3 Loreto perro Rickettsia sp. Ca. R. asemboensis * Ca. R. asemboensis
4 Madre de Dios perro Rickettsia sp. Ca. R. asemboensis * Ca. R. asemboensis
5 Madre de Dios perro Rickettsia sp. Ca. R. asemboensis * Ca. R. asemboensis
6 Madre de Dios gato Rickettsia sp. Ca. R. asemboensis * Ca. R. asemboensis
7 Madre de Dios No registrado Rickettsia sp. Ca. R. asemboensis * *

8 Tacna No registrado R. felis R. felis R. felis *

9 Tacna gato R. felis R. felis R. felis *

10 Tacna perro R. felis R. felis R. felis *

11 Tacna perro R. felis R. felis R. felis *

12 Loreto perro Rickettsia sp. Ca. R. asemboensis * Ca. R. asemboensis
13 Loreto gato Rickettsia sp. Ca. R. asemboensis * *

14 Loreto perro Rickettsia sp. Ca. R. asemboensis * Ca. R. asemboensis
15 Madre de Dios perro Rickettsia sp. Ca. R. asemboensis * Ca. R. asemboensis
16 Madre de Dios perro Rickettsia sp. Ca. R. asemboensis * Ca. R. asemboensis

* Regiones no secuenciadas.
Ca. R. asemboensis: Candidatus Rickettsia asemboensis
R. felis: Rickettsia felis
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DISCUSION

Para demostrar la circulacion de rickettsias en las zonas
estudiadas, nuestros hallazgos se basan en dos ejes
principales, la evidencia serolégica mediante prueba
IFI, la mas utilizada para estudios de seroprevalencia
y como método diagnédstico frente a infecciones por
rickettsias por ser de facil acceso y manejo en diferentes
regiones ?%. El segundo criterio, de mayor significado
para la definicion especifica en la identificacion de
rickettsias fueron las pruebas moleculares, con las
que se pudo demostrar la presencia de al menos
dos especies de rickettsias circulantes en tres de las
regiones encuestadas.

Una de las especies identificadas es Rickettsia felis, cuya
presencia en el Perl ya ha sido reportada © Es un patégeno
emergente descrito por primera vez en 1990 ", con reportes
en diversas partes del mundo, tanto en humanos como
en otros mamiferos y en pulgas. El 2004 se presentd un
brote de enfermedad febril en humanos atribuida en parte a
infeccion rickettsial por fiebre manchada en tres localidades
de la region noroeste del Peru @, se identificd a Rickettsia
felis por secuenciamiento parcial del gen del antigeno
comun de 17-kDa (htrA) y comparacion en homologia
de secuencia nucleotidica con los genes: gftA, ompA,
and ompB en muestras obtenidas a partir de pulgas. Sin
embargo, la mayor parte de casos permanece pobremente
caracterizada, probablemente debido a la carencia de
sintomas y signos especificos y a la baja disponibilidad de
pruebas confirmatorias.

La presentacion clinica de la enfermedad por Rickettsia
felis es similar a la del tifus murino (Rickettsia typhi)
y a otras febriles, por ello la infeccion con frecuencia
es subestimada. Es importante establecer el grado de
participacion de ésta etiologia en casos de infeccion
febril inespecifica, por lo que su identificacion durante el
presente estudio resulta significativa, considerando que
grupos de expertos estiman que deberia ser considerada
un reto emergente a la salud humana @,

La otra especie identificada en nuestro estudio, a
partir de ectoparasitos fue Candidatus Rickettsia
asemboensis, reportada en pulgas el afio 2009 en
Asembo, Kenya, mediante tipificacion de la secuencia
multilocus empleando genes de 17-kD, rrs, gltA, ompA,
ompB, y sca4, demostrando estrecha relacion con
Rickettsia felis ??, siendo no obstante lo suficientemente
distinta para ser considerada como una especie aparte
dentro del grupo de las fiebres manchadas. Esta
especie ha sido notificada recientemente en Ecuador 3,
donde no habian reportes acerca de microorganismos
asociados a pulgas, y en Colombia, en donde se le
ha encontrado asociada a garrapatas de animales
domésticos ?¥; para el Peru se tienen dos reportes

82 |

ultimos, uno estrechamente relacionado al presente
estudio ?® y el otro que incluye una de las regiones aqui
estudiadas, Loreto, en esta investigacion encontraron
una alta prevalencia de la presencia de esta especie en
poblacién de pulgas de animales domésticos, sugiriendo
la posibilidad de transmision hacia humanos, lo cual
hasta el momento no ha sido comprobado 9.

El hecho que en las regiones estudiadas la presencia de
animales domésticos y/o peridomiciliarios en promedio
sea superior al 50% y que los porcentajes para contacto
previo con artrépodos ectoparasitos, probables vectores,
haya sido tan elevado como del 80%, confirma el
entorno epidemioldgico que caracteriza la presentacion
de las infecciones rickettsiales en todo el mundo 3. En
el Pert, como en paises vecinos en donde las mascotas
y animales domésticos (gatos, perros, conejos, cuyes,
etc.) entran en contacto con roedores peridomiciliarios
y sinantrépicos, resulta necesario estudiar los probables
candidatos a reservorios y vectores involucrados, a
fin de establecer medidas de prevencion y control.
Es destacable, que estudios realizados en Argentina
y Uruguay @72 hallan establecido la cadena
epidemioldgica de la fiebre manchada de las Montafas
Rocosas en Sudamérica, dando a conocer a varias
especies de garrapatas como vectores y a la especie
Rickettsia parkeri como el agente etiolégico responsable
de las rickettsiosis del grupo de fiebres manchadas en
zonas endémicas de esta parte del continente.

La condicion endémica de la presencia de rickettsias en
las localidades estudiadas estaria evidenciada por la
presencia de numerosos sujetos asintomaticos, lo cual
sugeriria atenuacion de sintomas, perdiendo en muchos
casos su expresion patogénica, debido a reduccion de
genomas en las especies circulantes @, involucrando a
su vez interesantes interacciones entre el huésped, el
vector y el patogeno @9, Esto podria aplicar para las dos
especies identificadas en el presente estudio, lo cual
amerita monitoreo epidemioldgico y vigilancia continua
en probables vectores y reservorios amplificadores
para estar preparados en el tiempo ante la posibilidad
de surgimiento de enfermedades emergentes y re-
emergentes de este tipo ©.

La principal limitacion de nuestro estudio fue la poca
oportunidad para obtener muestras de sujetos febriles,
lo cual reprodujo bajas cargas microbianas en los
cultivos, condicionando que no pudieran ser confirmados
por PCR. Para futuros estudios, se prevé el empleo
de iniciadores de amplificacion de mayor alcance,
tal como los anidados, a fin de optimizar la deteccién
molecular a partir de cultivos celulares de muestras
humanas durante su propagaciéon. Ademas, las pruebas
moleculares realizadas en artropodos se llevaron a cabo
en pool y no en ejemplares individuales, a fin de obtener
mayor rendimiento.
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En conclusion, se ha demostrado la circulacion
de rickettsias durante el periodo de estudio en las
localidades encuestadas y se ha logrado identificar dos
especies de rickettsias del grupo de fiebres manchadas,
a partir de artropodos ectoparasitos procedentes de
localidades fronterizas en tres de las regiones estudiadas
(Madre de Dios, Loreto y Tacna), estando para todos
los casos, involucrada la pulga Ctenocephalides felis,
tanto de perros como de gatos. Los analisis moleculares
basados en los genes parciales htrA, gltA, ompAy ompB,
identificaron presencia de Rickettsia felis en Tacna. Para
Loreto y Madre de Dios fue identificada otra especie muy
similar y con quien comparte caracteristicas comunes,
la denominada Candidatus Rickettsia asemboensis
recientemente reportada para la region.

La estandarizacion, implementacion, desarrollo y
aplicacion de técnicas bioldégicas y moleculares
especializadas, con motivo de éste estudio fortalece
la capacidad institucional y nacional para lograr un
sistema de vigilancia eficaz de las rickettsiosis en
territorio peruano, tal como esta siendo aplicado en
otras latitudes. Resulta pertinente y necesario continuar
con la investigacion en esta area, en un contexto mas
amplio, incluyendo estudios en reservorios y aplicando
procedimientos de laboratorio cada vez mas sensibles
y especificos, lo cual requiere informacion actualizada
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