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RESUMEN

Introduccion: La rickettsiosis es una enfermedad emergente a nivel global, causada por
bacterias del género Rickettsia y transmitida por vectores. Rickettsia asembonensis
(Rasem), descrita y parcialmente caracterizada en el 2013, ha sido detectada en vectores,
animales y humanos; sin embargo, su patogenicidad ain es desconocida. Los analisis
genéticos disponibles son escasos, y su diversidad a nivel global no ha sido caracterizada
de manera exhaustiva. Objetivo: Describir la diversidad de Rasem mediante analisis
filogenéticos y descriptivos usando informacion disponible de tres genes conservados
(I7-kDa, gltA,y rrs) y tres genes variables (ompA, ompB, y sca4). Materiales y métodos:
Se realiz6 un analisis secundario de registros genéticos de Rasem disponibles en el Centro
Nacional para la Biotecnologia (GenBank NCBI). Se descargaron secuencias
correspondientes a Rasem y secuencias con alta homologia y se aplicaron métodos
filogenéticos para evaluar diversidad. Adicionalmente, se analizaron metadatos asociados
al tipo de gen, pais de deteccion, huésped y afio de recoleccion de las muestras.
Resultados: El analisis de 477 registros genéticos evidencid que g/t4 destacd como el
gen mas frecuente entre los conservados y de manera global, mientras que ompB destaco
entre los variables. Los genes variables mostraron menor nivel de diversidad nucleotidica,
en comparacion a los conservados. América fue la region con maés registros, y
Ctenocephalides felis el huésped predominante. El mayor nimero de reportes derivo de
muestras recolectadas entre 2009 y 2020. Conclusiones: Nuestros resultados resaltan la
predominante caracterizacion de genes conservados y una variada diversidad nucleotidica
de Rasem a nivel global. Ademas, sugieren una heterogénea caracterizacion a nivel

genético, geografico, de huéspedes, y temporal.

Palabras claves: Rickettsia, Rickettsia asembonensis, Variacion genética.



ABSTRACT

Introduction: Rickettsiosis is an emerging global disease caused by bacteria of the genus
Rickettsia and transmitted by vectors. Rickettsia asembonensis (Rasem), described and
partially characterized in 2013, has been detected in vectors, animals and humans;
however, its pathogenicity is still unknown. Available genetic analyses are scarce, and its
global diversity has not been comprehensively characterized. Objective: To describe the
diversity of Rasem by phylogenetic and descriptive analyses using available information
on three conserved genes (/7-kDa, gltA and rrs) and three variable genes (ompA, ompB
and sca4). Materials and methods: A secondary analysis of genetic records available
for Rasem at the National Center for Biotechnology (GenBank NCBI) was performed.
Sequences corresponding to Rasem and highly homologous sequences were downloaded,
and phylogenetic methods were applied to characterize its diversity. Additionally,
metadata associated with the type of gene, country of detection, host and year of sample
collection were analyzed. Results: Analysis of 477 genetic records showed that g/t4 was
the most frequently reported gene among conserved genes and globally, while ompB was
the most frequently reported among variable genes. Variable genes exhibited lower levels
of nucleotide diversity compared to conserved genes. The Americas had the highest
number of records, with Ctenocephalides felis as the predominant host. Most reports were
derived from samples collected between 2009 and 2020. Conclusions: Our findings
highlight the predominant characterization of conserved genes and a varied global
nucleotide diversity of Rasem. Additionally, they suggest a heterogeneous

characterization at the genetic, geographic, host, and temporal level.

Keywords: Rickettsia, Rickettsia asembonensis, Genetic variation



I. INTRODUCCION

En las ultimas décadas, se han identificado diversas enfermedades
emergentes a nivel mundial, entre ellas, aquellas causadas por especies del género
Rickettsia spp. (1). La infeccién por Rickettsia provoca una enfermedad febril
conocida como rickettsiosis, caracterizada por un cuadro clinico variable que, en
ausencia de tratamiento oportuno, puede ser fatal (2). Los sintomas mas comunes
incluyen fiebre aguda, cefalea intensa, malestar general y exantema (3). Debido a
su presentacion inespecifica, la rickettsiosis es frecuentemente subdiagnosticada y
subreportada (4), motivo por el cual ha sido reconocida como un serio problema

para la salud publica, particularmente en paises con limitados recursos.

Rickettsia spp. son bacterias intracelulares obligadas que pertenecen al
orden Rickettsiales y a la familia Rickettsiaceae (5). Estas bacterias son
frecuentemente transmitidas y detectadas en una amplia variedad de ectoparasitos
como Ctenocephalides spp., Rhipicephalus spp., Archaeopsylla erinacei, entre
otros (1). Rickettsia typhi, agente etiologico del tifus murino (6), y los miembros
del genoprupo Rickettsia felis (7) son especies frecuentemente detectadas en pulgas.
El genogrupo incluye a R. felis, causante de fiebre manchada, y a organismos
similares a R. felis (R. felis-like organisms; RFLO), dentro de los cuales destacan
Rickettsia senegalensis y Rickettsia asembonensis (Rasem) como los agentes mas

frecuentes y mejor caracterizados (7-9).

Desde su descripcion inicial, Rasem ha sido detectada en multiples
invertebrados, aunque con mayor frecuencia en tres familias de pulgas:

Ceratophyllidae, Coptopsyllidae, y Pulicidae. Especificamente, esta ultima familia



agrupa a las especies simpatricas con mayor positividad a Rasem: Ctenocephalides
felis y Ctenocephalides canis (10). Por similitud genética, es posible que Rasem
haya sido inicialmente identificada en C. canis al oeste de Tailandia, y haya sido
denominada como Rickettsia sp. RF2125 (11). No obstante, no fue hasta el 2013,
que se informo de agentes genéticamente relacionados a Rickettsia sp. RF2125y a
R. felis en Kenia, los cuales presentaban diferencias suficientes para establecer una
posible nueva especie (12). Luego, estos agentes fueron aislados y mejor
caracterizados usando multilocus sequence typing (MLST) y un conjunto de
marcadores genéticos conservados y variables, confirmandose asi la identificacion
de una nueva especie (5,12). Rasem ha sido ubicada en el grupo de la Fiebre
Manchada (SFG) desde un enfoque serologico, y por caracteristicas genéticas, en
el grupo Transicional junto a Rickettsia akari, Rickettsia australis, Rickettsia felis

y otros RFLO (1) .

La patogenicidad de Rasem atin no ha sido completamente descifrada (10);
no obstante, se ha postulado que los animales pueden actuar como reservorios en
diversos entornos (13). Asimismo, Rasem ha sido detectada en muestras humanas
provenientes de Peru, Malasia y Zambia (4,14—17). En Pert, los agentes detectados
mostraron entre 99.7-100.0% de similitud genética con otras especies de Rasem al
analizar un gen conservado (4). En Malasia, se identificaron agentes estrechamente
relacionados con Rickettsia spp. RF2125 al analizar fragmentos de un gen
conservado y otro variable (14). Mientras que, en Zambia, se describieron dos
muestras positivas para Rasem mediante la deteccion y caracterizacion parcial de
un gen conservado (15). A pesar de estos hallazgos, a la fecha no se ha establecido

a Rasem como un agente patégeno para humanos.



En referencia a la detecciéon de Rasem en animales, este agente ha sido
descrito en mamiferos domésticos y silvestres  (18-21). En especifico, Rasem ha
sido detectado en muestras de sangre de una cabra y una oveja, mostrando una
similitud genética de 99.6% respecto a otras especies de Rasem usando un gen
conservado (18). En muestras de sangre obtenidas de monos se ha detectado un
agente que, al analizar segmentos parciales de un gen conservado y variable, fue
idéntico a Rickettsia spp. RF2125 (19). De forma similar, mediante la amplificacion
y secuenciacion parcial de un gen conservado y variable, Rasem también ha sido
previamente detectada en sangre de perros (20). En gatos, también se ha reportado
su presencia, revelando una identidad completa con Rickettsia spp. RF2125 y otras

especies de Rasem al usar un gen variable (21).



II. JUSTIFICACION

La descripcion y caracterizacion sistematica de Rasem a nivel global es
escasa, y no ha sido actualizada desde el 2019 (10). Desde entonces, a pesar del
incremento de reportes genéticos de Rasem en vectores, animales y humanos,
persiste una falta de estudios que analicen su frecuencia de deteccion, distribucion
geografica y variabilidad genética entre las diferentes secuencias nucleotidicas
disponibles en repositorios publicos. La no sistematizacion de la informacion no
solo genera un vacio en el conocimiento, sino que también se traduce en un escaso

entendimiento de la diversidad genética y alcance de Rasem a nivel global.

El uso de diferentes blancos moleculares ha facilitado la identificacion de
Rasem incluso en escenarios donde su presencia no era esperada (19,22). En
general, para detectar y caracterizar Rickettsia spp., se han utilizado una variedad
de genes, entre los cuales destacan: genes conservados como el /7-kDa antigen (17-
kDa), citrate synthase (glt4), y 16S rRNA (rrs); y genes variables como outer
membrane protein A (ompA), outer membrane protein B (ompB), y surface cell
antigen 4 (sca4) (5,9,10,23-25). Estos genes han sido utilizados de manera extensa

para detectar y caracterizar Rasem mediante técnicas moleculares y MLST.

Dada esta amplia variedad de blancos moleculares descritos para Rasem, es
posible que existan diferencias subyacentes no inicamente relacionadas al reporte,
sino también entre las secuencias nucleotidicas disponibles en el Centro Nacional
para la Biotecnologia (GenBank NCBI). Por tanto, este estudio se justifico en la
necesidad de generar una mirada sistematica de los reportes genéticos disponibles

de Rasem, logrando asi contribuir con andlisis que superen las limitaciones de



reportes aislados y facilitando una vision integral sobre la diversidad global usando

seis blancos genéticos.



III. OBJETIVOS

OBJETIVO GENERAL

e Describir la diversidad de R. asembonensis mediante analisis genéticos y
descriptivos basados en registros disponibles en la base de datos del

GenBank NCBI.

OBJETIVO ESPECIFICO

e Describir la diversidad nucleotidica de R. asembonensis segin tipo de
gen analizado, pais de deteccion, huésped (vector, animal o humano), y
afio de recoleccion de muestra.

e Identificar las regiones genéticas y la extension de informacion reportada
segun genes conservados (/7-kDa, gltA y rrs) y variables (ompA, ompB
y sca4).

e Determinar las relaciones filogenéticas de las especies reportadas usando
informacion derivada de genes conservados (/7-kDa, gltA y rrs) y

variables (ompA, ompB'y sca4).



IV. MATERIAL Y METODOS

DISENO DE ESTUDIO

Se desarroll6 un estudio observacional, descriptivo, transversal con analisis

secundario de datos.

POBLACION DE ESTUDIO

La poblacion estuvo conformada por todos los registros genéticos
disponibles en la base de datos de GenBank NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/). Esta plataforma fue seleccionada por
su caracter publico, amplia cobertura y uso estdndar como repositorio internacional
de informacion genética. En este estudio, la unidad de analisis fue definida como
un registro genético que incluy6 informacion nucleotidica (expresada en pares de

bases) y metadatos asociados.

CRITERIOS DE SELECCION

Inclusion: Registros genéticos anotados como Rasem y aquellos
clasificados como “Rickettsia sp.”, “Rickettsia endosymbiont” u otro que
presentaron una identidad nucleotidica >95.0% con Rasem. Este umbral se
estableci6 a priori para maximizar la sensibilidad de la busqueda inicial, y cada
registro fue posteriormente revisado manualmente por los investigadores. Todos los
registros, independientemente del tamaio de la secuencia genética o disponibilidad

de metadatos fueron incluidos.



Exclusion: Registros genéticos diferentes a los genes conservados /7-kDa,

glt4 o rrs, o a los genes variables ompA, ompB o sca4 fueron excluidos.

MUESTRA Y MUESTREO

En este estudio no fue necesario realizar un célculo de tamafo de muestra
ni aplicar una técnica de muestreo dado que se incluy¢ toda la informacion genética
disponible en GenBank NCBI. Todos los registros genéticos disponibles hasta el 02
de marzo del 2025 fueron descargados y analizados de acuerdo con los criterios de

seleccion establecidos en este estudio.

DEFINICIONAL OPERACIONAL DE VARIABLES

Las variables analizadas y sus definiciones son descritas en el Anexo 1.

PROCEDIMIENTOS

Extraccion de registros genéticos

La busqueda de registros fue realizada en el sitio web de GenBank NCBI

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/). Al no encontrar diferencias con el uso

de términos combinados ("Rickettsia asembonensis" OR "asembonensis"), la
busqueda fue delimitada al uso de ‘‘Rickettsia asembonensis’’ como término clave
generando asi un total de 601 registros al 02 de marzo del 2025. Tomando en
consideracion los criterios de seleccion establecidos en este estudio, se incluyeron

477 registros en el analisis.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/

Los marcos de lectura abiertos (Open Reading Frames; ORF) de cada gen
fueron extraidos de R. asembonensis NMRCii (nimeros de acceso en GenBank:
JWSW01000001 — JWSW01000088) dado que fue la primera cepa formalmente
descrita y secuenciada de manera completa (23). Luego, dichas secuencias fueron
utilizadas como referencia para identificar y capturar registros genéticos no
anotados como Rasem, pero con alta homologia nucleotidica mediante el uso de
una herramienta basica de busqueda de alineacion local (Basic Local Alignment

Search Tool; BLAST) en NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/BlastAlign.cgi). En

especifico, independientemente de los nombres anotados, registros genéticos con
homologia >95.0% para “rickettsiales (taxid: 766)” fueron identificados e incluidos
en la base de datos. De esta manera, se agregaron multiples registros genéticos de

cepas similares y anotadas como Rasem en una base de datos consolidada.

Construccion de la base con metadatos

La base de datos fue estructurada en Microsoft Excel 2019, e incluy¢6 los
nimeros de acceso de GenBank y metadatos de cada registro genético. Los
metadatos extraidos fueron genéticos (nombre del gen, y tipo de gen [conservado
versus no conservado]), nimero de nucleotidos, afio de recoleccion de muestra
(“collection_date” en GenBank NCBI), huésped (“host” o “isolation_source” en
GenBank NCBI: vector, animal o humano) y pais de deteccion (“geo _loc_name”
en GenBank NCBI). El no reporte de algiin metadato, fue registrado como dato

perdido.


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/BlastAlign.cgi

Construccion de la base con secuencias nucleotidicas

Todas las secuencias genéticas extraidas de GenBank NCBI, fueron
alineadas y manualmente recortadas usando el programa Molecular Evolutionary

Genetics Analysis v.12.0.10 (MEGA; https://www.megasoftware.net/) para

unicamente retener informacion del ORF. En especifico, mediante el algoritmo
denominado multiple sequence comparison by log-expectation (MUSCLE) (24)
implementado en MEGA v.12.0.10 se procedi6 a alinear las secuencias segiin gen
para identificar regiones codificantes usando como referencia las secuencias
genéticas de R. asembonensis NMRCii. Luego, se determind el porcentaje de
cobertura para cada secuencia genética reportada usando como referencia los ORF
de los genes estudiados, y posteriormente se generaron graficos para identificar las

regiones con mayor cobertura.

Analisis de datos

El analisis descriptivo incluy6 el reporte de frecuencias absolutas y relativas
de los metadatos extraidos. En especifico, se describid la frecuencia de reporte de

cada gen, pais de deteccion, huésped, y afio de recoleccion de muestra.

El andlisis filogenético incluyo regiones del ORF con mayor cobertura en
términos de longitud y niimero de secuencias reportadas para dicha region. Este
enfoque fue utilizado con el proposito de incluir la mayor cantidad de secuencias
sin sacrificar la cobertura del ORF. Luego de seleccionar las secuencias en funcion
a dichos criterios, el mejor modelo de sustitucion fue elegido en MEGA v.12.0.10

considerando un menor nimero de parametros y el criterio de informacion de

10


https://www.megasoftware.net/

Akaike (AIC) como una medida de bondad de ajuste (goodness-of-fit), priorizando
asi el modelo con mejor complejidad. Por ultimo, un arbol filogenético fue
construido usando el método de Maximum Likelihood con 1000 replicados de
bootstrap e incluyendo secuencias de R. felis como outgroup. El nimero de
sustituciones nucleotidicas por sitio entre las secuencias analizadas fue

representado en una escala.

ASPECTOS ETICOS

El protocolo de investigacion (SIDISI: 215008) fue revisado, registrado y
aprobado por la Direccion Universitaria de Asuntos Regulatorios de la

Investigacion de la Universidad Peruana Cayetano Heredia (Anexo 2).

11



V. RESULTADOS

Diversidad nucleotidica

Un total de 477 registros genéticos obtenidos de GenBank NCBI fueron
incluidos en este estudio, de los cuales, 368 (77.1%) correspondieron a genes
conservados y 109 (22.9%) a genes variables (Tabla 1). Entre los genes conservados
(Tabla 1), gltA (264/368; 71.7%) fue el gen més frecuentemente descrito, seguido
de 17-kDa (93/368; 25.2%), y rrs (11/368; 3.1%). Mientras que, de los genes
variables (Tabla 1), ompB (70/109; 64.2%) fue el mas reportado, seguido de ompA

(27/109; 24.8%), y sca4 (12/109; 11.0%).

17-kDa: La secuencia mas corta codificé el 40.0% (192/480) del ORF (Tabla 1).
Del total de secuencias identificadas, el 19.4% (18/93) y el 97.9% (91/93)
codificaban el ORF completo y al menos el 50% del ORF, respectivamente (Tabla
1). De acuerdo con los registros en GenBank NCBI, este gen fue
predominantemente reportado en Uganda, en C. felis, y durante el 2017 (Tabla 1).
Usando el modelo de Tamura-Nei en un andlisis filogenético que incluyd 93
secuencias y cubrio el 62.7% del ORF (301/480 nt; region central; Figura 1A), se
observé un clado que agrupa la mayoria de las secuencias anotadas como Rasem
(Figura 1B) junto con Rasem NMRCii (JWSW01000044). A pesar del bajo soporte
de bootstrap, es notable destacar la agrupacion de multiples secuencias anotadas
como Rasem con otras reportadas como Rickettsia endosymbiont o Rickettsia sp.,
evidenciandose asi una estrecha relacion genética. La secuencia OP974470.1, si
bien no agrupd con otras secuencias, esta ha sido previamente reportada como

Rasem en NCBI.
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gltA: La secuencia mas corta codifico el 20.8% (273/1314) del ORF (Tabla 1). Solo
el 3.0% (8/264) de las secuencias codificaron el ORF completo, y el 22.0% (58/264)
superaron el 50.0% (Tabla 1). Este gen fue mas frecuentemente reportado en
Tailandia, en C. felis, y durante el 2015 (Tabla 1). Usando el modelo de Tamura 3
parametros en un andlisis filogenético que incluy6 150 secuencias y cubrio el 32.2%
del ORF (423/1314 nt; Figura 2A), se observd un extenso clado que agrupd
multiples Rasem (Figura 2B), diversos reportes de Rickettsia sp., Rickettsia
endosymbiont, bacterias no cultivadas, asi como a Rasem NMRCii

(JWSW01000078.1).

rrs: La secuencia mas corta cubri6 el 21.6% (306/1417) del ORF (Tabla 1). De las
11 secuencias identificadas, 3 (33.3%) codificaron el ORF completoy 7 (63.6%) al
menos el 50.0% (Tabla 1). La deteccion mas frecuente de este gen se dio en Kenia,
C. felis, y en €l 2009 y 2012 (Tabla 1). Usando el modelo de Kimura 2 parametros
en un analisis filogenético que incluyd 9 secuencias y cubrid el 72.2% del ORF
(1023/1417 nt; Figura 3A), se observd que Rasem Perak (CP116496.1) y Rasem
NMRCii (JWSW01000015.1) no agruparon de manera cercana a pesar de que
ambas han sido previamente identificadas como Rasem y son las inicas que poseen
un genoma completo descrito (Figura 3B). Es importante destacar que Rasem
NMRCii se encuentra estrechamente relacionada con R. endosymbiont
(KU597065.1), mientras que las R. secondary endosymbiont (AB604665.1 y

AB604667.1) agrupan de manera mas cercana con R. felis.

ompA: La secuencia mas corta codifica el 3.7% (190/5151) del ORF (Tabla 1). Solo

6 de 27 secuencias (22.2%) codificaron el ORF completo y 8 (29.6%) cubrieron al
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menos el 50.0% (Tabla 1). De forma global, este gen fue frecuentemente reportado
en USA, C. felis, y en el 2013 (Tabla 1). Usando el modelo de Tamura 3 pardmetros
en un andlisis filogenético que incluy6 23 secuencias y cubri6 el 16.2% del ORF
(834/5151 nt; Figura 4A), se identificé un unico clado que agrupd a todas las
secuencias analizadas con excepcion del otugroup. En especifico, Rasem NMRCii
y otros reportes de Rasem (Figura 4B) agruparon con reportes de R. endosymbiont
y multiples reportes de Rickettsia sp. Ademas, se identificd una ausencia de 75 nt
en NMRCii respecto a otros ORFs completos, hallazgo previamente reportado

(11,25).

ompB: La secuencia mas corta cubrio el 7.7% (382/4947) del ORF (Tabla 1). Del
total de secuencias identificadas, el 11.4% (8/70) y el 14.3% (10/70) codificaban el
ORF completo y al menos el 50% del ORF, respectivamente (Tabla 1). El gen fue
detectado con mayor frecuencia en Brasil, C. felis, y durante el 2017 (Tabla 1).
Usando el modelo de Tamura 3 parametros en un andlisis filogenético que incluy6
50 secuencias y cubri6 el 11.3% del ORF (559/4947 nt; Figura 5A), se identific
un unico clado que agrupoé a Rasem NMRCii (JWSWO01000087.1), diversas otras

Rasem y varias Rickettesia sp. (Figura 5B).

sca4: La secuencia mas corta identificada codifica el 27.0% (819/3033) del ORF
(Tabla 1). Ocho de 12 secuencias (66.7%) codificaron el ORF completo y el mismo
porcentaje cubrid al menos el 50% (Tabla 1). De acuerdo con los registros, en Peru,
en C. felis y durante el 2013 la deteccion del gen sca4 fue mas frecuente (Tabla 1).

Usando el modelo de Hasegawa-Kishino-Yano en un andlisis filogenético que

incluyo 14 secuencias y cubri6 el 27.1% del ORF (823/3033 nt; Figura 6A), se
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identifico un clado con alto soporte que agrup6 a Rasem NMRCii y otros reportes
de Rasem (Figura 6B), asi como a R. endosymbiont (KU597067.1). En el analisis,
se identificd una Rickettsia sp. (Numero de acceso en GenBank: MT482553.1)
fuera de dicho clado, y ubicada de manera mucho mas cercana a R. felis. Un analisis
adicional para MT482553.1, reveld que es 97.1% similar a R. tillamookensis

(GenBank: CP060138.2) y entre 96.8-96.7% similar a Rasem.

Diversidad a nivel geografico

La region geografica con mayor nimero de registros genéticos fue América,
concentrando el 37.8% (180/477) de los registros y abarcando paises como
Argentina, Costa Rica, Colombia, México, USA, Brasil y Perti (Tabla 2 y Figura
7). Este hallazgo fue consistente al estratificar los analisis por genes conservados
(Figura 8) y variables (Figura 9). El pais con mayor nimero de reportes fue
Tailandia (n=99), seguido de Perti (n=59) y Brasil (n=55) (Tabla 2). En Pert y
Brasil se observd una mayor diversidad de genes reportados, mientras que en

Tailandia predomind el reporte del gen g/t4 (95/99; 96.0%).

Kenia, USA y Malasia fueron los tinicos paises con reporte de los seis genes
evaluados (Tabla 2). En contraste, en Pert e India solo se han reportado cinco de
los seis genes, mientras que en los demads paises se observo el reporte de cuatro o
menos genes. A nivel global, g/t4 fue el gen mas reportado entre todos los genes
estudiados y entre los conservados, y ompB fue el gen mas frecuente entre los

variables (Tabla 2).
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Diversidad a nivel de huésped

La mayoria de los reportes genéticos describen a diversas especies de pulgas
como huéspedes, siendo este hallazgo consistente de manera global y segin genes
(Figura 10). Las especies de pulgas mas frecuentemente reportadas fueron (Tabla
3); C. felis (195/477; 40.9%), C. orientis (87/477; 18.2%)y C. canis (44/477;9.2%).
De manera global, Peru, Colombia, Brasil, Malasia, Tailandia, Costa Rica, Uganda
e India, destacan por haber reportado una mayor variedad de huéspedes (3 o mas)

para Rasem (Figura 11).

Diversidad segin afio de recoleccion de muestra

Entre el periodo de 2009 y 2020 se observo la mayor cantidad de registros,
siendo el 2015 el afio con mayor cantidad (Tabla 4). Asimismo, se identifico que
gltA y ompB fueron los genes con mayor reporte historico entre los genes

conservados y variables, respectivamente (Tabla 4).
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VI. DISCUSION

Rasem ha sido reportada en multiples areas geograficas, huéspedes y afios,
luego de haber sido formalmente descrita en 2013 (12). En el 2019 se publico la
primera descripcion global de Rasem, sistematizando asi la informacion disponible
hasta entonces (10). Este estudio representa, hasta la fecha, uno de los anélisis mas
completos y sistematizados que resumen la diversidad y distribucion global de
Rasem utilizando datos disponibles en un repositorio publico. En especifico, a
través del andlisis de seis genes comunmente usados para la identificacion y
clasificacion de Rickettsia spp. (26-37), aqui se describe la relacion entre diversas
secuencias anotadas como Rasem y otras similares, asi como la dispersion
geografica y temporal del reporte de Rasem, y la amplia gama de hospederos

involucrados.

La baja cobertura de genes como gltA, ompA 'y ompB, junto con la limitada
disponibilidad de secuencias de /7-kDa, rrs y sca4, refleja una caracterizacion
molecular sesgada y heterogénea. Esta situacion podria estar relacionada por el uso
de distintos protocolos y las dificultades técnicas en la amplificacion de estos genes,
tal como ha sido previamente descrito (25). Aun asi, es clave destacar que, los
analisis genéticos revelaron clados definidos que agrupan cepas anotadas como
Rasem junto con secuencias reportadas como Rickettsia sp., Rickettsia
endosymbiont u otras. Aunque el soporte estadistico de los clados fue reducido,
estos hallazgos sugieren una estrecha relacion genética y evolutiva entre las
secuencias analizadas, lo cual podria indicar la existencia de linajes ain no

caracterizados.
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Entre los genes conservados, glt4A fue el mas reportado, lo que podria
relacionarse con su valor discriminatorio en estudios de vigilancia y su capacidad
para discriminar especies del género Rickettsia (38—40). Sin embargo, nuestros
resultados indican que su uso no deriva necesariamente en una caracterizacion
completa del ORF, lo que limita los andlisis comparativos mas robustos y el
entendimiento de las relaciones evolutivas entre todas las secuencias disponibles.
Aun con esta limitacion, se identificaron niveles variables de diversidad

nucleotidica entre secuencias anotadas como Rasem y otras homologas.

El gen 17-kDa, utilizado en la deteccion y confirmacion inicial de Rasem
por PCR (12), evidencié un mayor nivel de conservacion entre las secuencias
analizadas. Esta observacion puede ser explicada por la mayor cobertura genética
del ORF y por ser un gen conservado en el género Rickettsia. En contraste, el gen
rrs fue escasamente reportado y al analizar las secuencias con mayor cobertura se
observo una alta diversidad nucleotidica incluso entre cepas caracterizadas a nivel
genomico (Perak [CP116496.1] vs NMRCii [JWSWO01000015.1] cepas). Este
escenario impidio establecer relaciones claras incluso entre secuencias anotadas
como Rasem, y destaca la necesidad de contar con més datos genéticos para este
marcador, asi como tener cautela al interpretar analisis filogenéticos basados

unicamente en 7rs.

En cuanto a los genes variables, ompB fue el mas frecuentemente reportado,
seguido por sca4 y ompA. Aunque ompB mostré una cobertura mas heterogénea,
todos los genes variables mostraron una baja diversidad nucleotidica. Este hallazgo

podria indicar una baja tasa de mutacion o una presion selectiva limitada sobre estos
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genes relacionados con virulencia y patogenicidad (25,41-43). A futuro, contar con
una mayor cantidad de informacién genética sera clave para confirmar estas
observaciones, asi como para validar hallazgos previos, tales como una insercion
de 75 nucledtidos en el gen ompA (25) , y para lograr un mayor poder
discriminatorio entre secuencias relacionadas, como la MT482553 (sca4, ~97.0%

similitud con Rasem).

En términos geograficos, América; particularmente Pert1 y Brasil, concentr6
la mayoria de los registros. Esto probablemente refleja una combinacion de factores
asociados a los esfuerzos de vigilancia y a la disponibilidad de capacidades técnicas
para realizar caracterizaciones genéticas, mas que una verdadera endemicidad de
Rasem. Por tanto, es crucial enfatizar que los patrones geograficos observados
pueden estar influenciados por sesgos de muestreo y subrayan la necesidad de
promover estrategias globales de vigilancia integral, como las basadas en
aproximaciones basadas en Multilocus Sequence Typing (MLST) (10,25,27-29).
De esta forma, se podria generar informacién mdas completa tanto de genes

conservados y variables en diversos contextos ecologicos.

Con relacion a los huéspedes, el reporte consistente de pulgas como
hospederos primarios de deteccion de Rasem, en particular C. felis y C. canis,
refuerza la evidencia previa sobre la asociacion ecoldgica de este agente con
ectoparasitos (44—46). Sin embargo, la identificacion de Rasem en multiples otras
especies de pulgas y su deteccion en una amplia diversidad de invertebrados sugiere

una ecologia mas compleja en diversos contextos geograficos (10). Por otro lado,
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la deteccion esporddica de Rasem en animales y humanos, podria suponer un

potencial zoonotico con implicancias para la salud publica global (4,10,13—17).

Es plausible plantear que Rasem haya sido descrita antes de su
caracterizacion formal, pero anotada como Rickettsia sp. o Rickettsia
endosymbiont, tal como ha sido previamente planteado (10). Y, que el desarrollo de
PCR especificos y el establecimiento de Rasem como una nueva especie mediante
su caracterizacion gendémica completa, hayan influenciado una incrementada
vigilancia, la cual se ve reflejada en el incremento de reportes para el periodo 2014-
2023. No obstante, es importante resaltar que este incremento no fue balanceado,
pues se observé un pico durante el 2015, y estuvo sesgado predominantemente a un

gen conservado.
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VII. LIMITACIONES

Este estudio presenta algunas limitaciones inherentes al andlisis de datos
secundarios. Primero, la falta de metadatos completos limita nuestros analisis. La
variable con mayor nimero de datos faltantes fue el afio de recoleccion de las
muestras, lo que reduce la resolucion temporal necesaria para comprender la
emergencia y diseminacion de Rasem. Segundo, la naturaleza fragmentada de la
informaciéon  genética  disponible, la cobertura heterogénea, y la
desproporcionalidad del reporte, dificulta una caracterizaciéon integral de la
diversidad y los patrones evolutivos de Rasem. A futuro, la disponibilidad de
informacion gendmica o genética completa permitiria ejecutar andlisis que
formalmente evaluen la diversidad genética, logrando asi un mejor entendimiento
de Rasem a nivel global. Tercero, la posible inclusion de secuencias mal anotadas
0 con errores representa un sesgo adicional que puede afectar la validez de nuestros
analisis. Por ultimo, es posible que este estudio esté afectado por sesgo de reporte,
influenciando asi una mayor representacion de regiones geograficas con mayor
capacidad de vigilancia o recursos para ejecutar caracterizaciones genéticas. No
obstante es importante destacar que este estudio actualiza y expande una
descripcion previa de Rasem, utilizando informacion publica e integrando analisis

previamente no ejecutados con el propdsito de describir su diversidad a nivel global.
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VIII. CONCLUSIONES

e De los registros genéticos analizados, se evidencié un mayor reporte de
genes conservados (77.1%) frente a genes variables (22.9%). Es clave
destacar la sobrerrepresentacion de gltA entre todos los genes analizados y
entre los conservados, y de ompB como el gen variable mas frecuente.

e De acuerdo con nuestros analisis, los genes conservados mostraron un
mayor nivel de diversidad nucleotidica, en comparacion a los genes
variables.

e América fue el continente con mayores reportes genéticos (37.8%),
destacando Peru y Brasil. Tailandia present6 el mayor nimero de reportes
individuales, con un predominio notable del gen gl/t4. Kenia, EE.UU. y
Malasia fueron los unicos paises con reporte de los seis genes analizados.
De manera global, se observd una distribucion geografica desigual en la
caracterizacion genética de Rasem.

e Las pulgas fueron los huéspedes més frecuentes de Rasem, siendo C. felis
la especie méas reportada a nivel global. Perti, Colombia, Brasil, Malasia,
Tailandia, Costa Rica, Uganda e India destacan por haber documentado una
mayor diversidad de huéspedes, lo que sugiere una amplia distribucioén y
potencial adaptacion del agente.

e Los analisis sugieren que, de manera constante, todos los afios se recolectan
muestras que derivan en el reporte de informacion genética para Rasem. El
2015 fue el afio en el cual se recolectaron el mayor nimero de muestras que

derivaron en informacién genética.
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e A pesar del bajo soporte estadistico observado en los analisis filogenéticos,
nuestros hallazgos sugieren un alto nivel de agrupacion para diversas cepas
reportadas como Rasem con otras anotadas de manera genérica. Este

hallazgo fue consistente al evaluar genes conservados y variables.
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Tabla 1. Metadatos de los registros genéticos analizados (N=477).

Al menos
50% del
ORF
n (%)

ORF
completo n
(%)

No. de Pares de
registros base
(n) (min-max)

Gen

Paises reportados (n)

Uganda (31), Brasil (22), Peru (8),
Portugal (6), México (4), Zambia (4),
USA (3), Kenia (3), Tailandia (2),
Colombia (2), Uzbekistan (2), Malasia
(1), India (1), Egipto (1), Corea del Sur
(1), Israel (1), Japén (1).

Huéspedes (n)

Ctenocephalides felis (34), Ctenocephalides canis (25),
Rhipicephalus appendiculatus (7), Archaeopsylla erinacei
(6), Amblyomma ovale (2), Ctenocephalides orientis (2),
Homo sapiens (2), Pulex irritans (2), Pulga (2),
Rhipicephalus decoloratus (2), Argas walkerae (1), Carios
capensis (1), Cabra (1), Echidnophaga gallinacea (1),
Orchopeas howardi (1), Ornithodoros faini (1),
Rhipicephalus sanguineus (1), Xenopsylla ramesis (1), No
especificado (1).

Aino de recoleccion de
muestra (n)

2002 (1), 2003 (1), 2006 (1),

2007 (2), 2009 (2), 2010 (1),

2011 (14), 2012 (1), 2013 (6),

2014 (9), 2016 (2), 2017 (17),

2018 (5),2019 (4),2020 2) y
no especificado (25).

17-kDa 18 91
93 | 19229801 19.495) | (97.9%)

gltA ) 8 58
264 2731314 | i | 0n

Tailandia (95), Pert (32), Etiopia (25),
Brasil (18), Italia (12), USA (12),
Portugal (9), Turquia (7), Malasia (6),
Costa Rica (5), Tunez (4), Zambia (4),
Meéxico (4), Kenia (3), Ruanda (3), Iran
(3), Sin informacion (3), Senegal (2),
Tanzania (2), Argentina (2), India (2),
Indonesia (2), Pakistan (2), Espafia (2),
Egipto (1), Colombia (1), Filipinas (1),
Croacia (1), Hungria (1).

Ctenocephalides felis (98), Ctenocephalides orientis (77),
Archaeopsylla erinacei (32), Echidnophaga gallinacea (7),
Homo sapiens (6), Ctenocephalides canis (5), Chaetopsylla

rothschildi (5), Gato (4), Pulga (4), Rhipicephalus sanguineus

(3), Amblyomma ovale (2), Oveja (2), Rata (2), Roedor (2),

Amblyomma sp. (1), Boophilus microplus (1), Haemaphysalis
parva (1), Haemaphysalis sulcata (1), Ornithodoros faini (1),

Ctenocephalides sp. (1), Pulex simulans (1), Aulogymnus
balani/skianeuros (1), Aulogymnus trilineatus (1), Coccidula
rufa (1), Ectoparasitos (1), Glossina morsitans (1), Polyplax
spinulosa (1), Synosternus pallidus (1), No especificado (1).

2000 (1), 2001 (1), 2004 (3),
2007 (2), 2008 (4), 2009 (4),

2010 (4), 2011 (9), 2012 (2),
2013 (7),2014 (21), 2015 (90),
2016 (2),2017 (15), 2018 (7),
2019 (20), 2020 (25), 2021 (2),

2022 (2), 2023 (6), no
especificado (37).

30




Kenia (3), Japon (2), India (2),

Ctenocephalides felis (5), Ctenocephalides canis (1),
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ompA 27 190 - 5151 6 8 USA (7), Peru (6), India (4), Kenia (3), Ctenocephalides felis (16), Ctenocephalides canis (4), ;g?g gg’ ;g}; Eg;’ ;8}2 EB’
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3 10 In(iia 3) M’alasia 3) Zz’lmbia 3) ’ Dermacentor nitens (2), Echidnophaga gallinacea (2), 2010 (1), 2011 (8), 2012 (2),
ompB 70 382 - 4947 (11.4%) (143%) | Kenia 2) railandia (2)’ ‘Alemania (’1) Amblyomma patinoi (1), Amblyomma sp. (1), Ceratophyllus | 2013 (11), 2014 (10), 2015 (1),
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& ’ Ttinez (1) ’ >| Gato (1), Macaca fascicularis (1), Pulex irritans (1), Pulex 2019 (5), no especificado (4).
’ simulans (1), Xenopsylla ramesis (1).
scad 8 8 Pert (6), Kenia (3), USA (2), Malasia | Ctenocephalides felis (6), Ctenocephalides canis (4), Carios | 2009 (2),2012 (1), 2013 (7),
12 819 -3033
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Figura 1. Arbol filogenético para el gen 17-kDa. En el panel A se muestra una
representacion grafica de todas las secuencias alineadas, asi como la region utilizada para
el analisis filogenético. En el panel B se presenta el arbol filogenético construido con 301
nucledtidos de la region delimitada en el Panel A, la escala representa el numero de
sustituciones por sitio, y las secuencias reportadas como R. asembonensis se encuentran
listadas con su cddigo de acceso a Genbank.
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Figura 2. Arbol filogenético para el gen gitd. En el panel A se muestra una
representacion grafica de todas las secuencias alineadas, asi como la region utilizada para
el analisis filogenético. En el panel B se presenta el arbol filogenético construido con 423
nucledtidos de la region delimitada en el Panel A, la escala representa el numero de
sustituciones por sitio, y las secuencias reportadas como R. asembonensis se encuentran
listadas con su cddigo de acceso a Genbank.
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Figura 3. Arbol filogenético para el gen rrs. En el panel A se muestra una
representacion grafica de todas las secuencias alineadas, asi como la region utilizada para
el andlisis filogenético. En el panel B se presenta el arbol filogenético construido con
1023 nucleoétidos de la region delimitada en el Panel A, la escala representa el nimero de
sustituciones por sitio, y las secuencias reportadas como R. asembonensis se encuentran
listadas con su cddigo de acceso a Genbank.
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Figura 4. Arbol filogenético para el gen ompA. En el panel A se muestra una
representacion grafica de todas las secuencias alineadas, asi como la region utilizada para
el andlisis filogenético. La fecha negra sefala una regién no cubierta de 75 nucledtidos
por dos secuencias al alinear ORF completos. En el panel B se presenta el arbol
filogenético construido con 834 nucleodtidos de la region delimitada en el Panel A, la
escala representa el nimero de sustituciones por sitio, y las secuencias reportadas como
R. asembonensis se encuentran listadas con su codigo de acceso a Genbank.
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Figura 5. Arbol filogenético para el gen ompB. En el panel A se muestra una
representacion grafica de todas las secuencias alineadas, asi como la region utilizada para
el analisis filogenético. En el panel B se presenta el arbol filogenético construido con 559
nucledtidos de la region delimitada en el Panel A, la escala representa el numero de
sustituciones por sitio, y las secuencias reportadas como R. asembonensis se encuentran
listadas con su cddigo de acceso a Genbank.
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Figura 6. Arbol filogenético para el gen scad. En el panel A se muestra una
representacion grafica de todas las secuencias alineadas, asi como la region utilizada para
el analisis filogenético. En el panel B se presenta el arbol filogenético construido con 823
nucledtidos de la region delimitada en el Panel A, la escala representa el numero de
sustituciones por sitio, y las secuencias reportadas como R. asembonensis se encuentran
listadas con su cddigo de acceso a Genbank.
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Tabla 2. Registros genéticos segiin pais.

‘ 17-kDa gltA ompA ompB scad Total
Alemania 1 1 2
Argentina 2 | 3
Brasil 22 18 15 55
Colombia 2 1 1 7 11
Corea del Sur 1 1
Costa Rica 5 1 6
Croacia 1 1
Egipto 1 1 2
Espana 2 2
Etiopia 25 25
Filipinas 1 1
Hungria 1 1
India 1 2 2 4 3 12
Indonesia 2 2
Iran 3 3
Israel 1 1 2
Italia 12 12
Japén | 2 3
Kenia 3 3 3 3 3 17
Malasia 1 6 1 1 1 13
México 4 4 15
Pakistan 2 2
Pera 8 32 6 7 6 59
Portugal 6 9 10 25
Ruanda 3 3
Senegal
Tailandia 2 95 2 99
Tanzania 2 2
Tunez 4 1 5
Turquia 7 7
Uganda 31 31
USA 3 12 1 7 6 2 31
Uzbekistan 2
Zambia 4 3 3 14
Sin informacién 3 3
Total 93 264 11 27 70 12 477
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Figura 7. Reporte de R. asembonensis a nivel global. La barra representa el nimero de
reporte segin pais.
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Figura 8. Reporte de genes conservados de R. asembonensis a nivel global. La barra
representa el nimero de reporte segun pais.

Figura 9. Reporte de genes variables de R. asembonensis a nivel global. La barra
representa el nimero de reporte segun pais.
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Figura 10. Frecuencia de reporte genético de R. asembonensis segin huésped
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Tabla 3. Registros genéticos segiin huésped.

glta

‘ ribosomal

ompA

ompB

Total

Amblyomma ovale 2 2 4
Amblyomma patinoi 1 1
Amblyomma sp. 1 1 2
Archaeopsylla erinacei 6 32 1 2 41
Argas walkerae 1 1
Aulogymnus balani/skianeuros 1 1
Aulogymnus trilineatus 1 1
Boophilus microplus 1 1
Cabra 1 1
Carios capensis 1 1
Carios kelleyi 1 1
Ceratophyllus fasciatus 1 1
Chaetopsylla rothschildi 5 5
Coccidula rufa 1 1
Ctenocephalides canis 25 5 1 4 5 4 44
Ctenocephalides felis 34 98 5 16 36 6 195
Ctenocephalides orientis 2 77 1 5 1 1 87
Ctenocephalides sp. 1 1
Curculio camelliae 1 1
Curculio hilgendorfi 1 1
Dermacentor nitens 2 2
Echidnophaga gallinacea 1 7 2 10
Ectoparasitos 1 1 1 3
Gato 4 1 5
Glossina morsitans 1 1
Haemaphysalis parva 1 1
Haemaphysalis sulcata 1 1
Homo sapiens 2 6 2 3 13
Macaca fascicularis 1 1
Orchopeas howardi 1 1
Ornithodoros faini 1 1 2
Oveja 2 2
Polyplax spinulosa 1 1
Pulex irritans 2 1 3
Pulex simulans 1 1 2
Pulga 2 4 10 16
Rata 2 2
Rhipicephalus appendiculatus 7 7
Rhipicephalus decoloratus 2 2
Rhipicephalus sanguineus 1 3 4
Roedor 2 2
Synosternus pallidus 1 1
Xenopsylla ramesis 1 1 2
Sin informacion 1 1 2
Total 93 264 11 27 70 12 477
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Figura 11. Reporte global de R. asembonensis segin pais y huésped
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Tabla 4. Reporte de secuencias genéticas segiin afio de recoleccion de muestra

17-kDa S ompA ompB scad
2000 1 1
2001 1 1
2002 1 1
2003 1 1
2004 3 3
2006 1
2007 3 2 2 7
2008 4 1 5
2009 1 4 2 2 2 2 13
2010 1 4 1 6
2011 14 9 4 8 35
2012 2 2 1 2 1 9
2013 6 7 1 7 11 7 39
2014 9 21 10 40
2015 90 6 1 97
2016 2 2 1 2 7
2017 17 15 17 49
2018 5 7 3 4 1 20
2019 4 20 1 3 5 1 34
2020 2 25 27
2021 2 2
2022 2 2
2023 6 6
infor?rll?lci(')n 25 37 > 4 71
Total 93 264 11 27 70 12 477
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ANEXOS

Anexo 1. Definicion operacional de variables

Variables

Definicion

conceptual

Definicion
operacional

Indicador

Tipo de
variable y
escala

Region parcial o Region genética 1:/7-kDa Categorica,
completa (ORF) reportada y 2:gltA politomica,
Regién de una secuencia disponible en 3:1rs nominal
gendmica de ADN reportada NCBI 4: ompA
para Rasem o un 5: ompB
organismo similar. 6: sca4
Ano en que el Ao de Numérico Numérica,
Afio de registro  genético recole?ccién discreta, de
. fue  recolectado descrito en el razon
recoleccion . .
para Rasem o un registro genético
de muestra . . . .
organismo similar. disponible en
NCBI
Organismo o ser Organismo 1: C. felis/canis Categorica,
vivo que alberga descrito  como 2: Garrapatas politémica,
Rasem o un huésped en el 3:Mamiferos nominal
organismo similar. registro genético 4: Humanos
Huésped disponible en 5: Otras especies
NCBI de pulgas
6: Otros
invertebrados
7: Sin reporte
Territorio donde  Pais descrito Cada pais Categorica,
se identificé para  como lugar de conformo una politomica,
Pais de Rasem o un deteccion en el categoria nominal
deteccion organismo registro genético
similar. disponible en

NCBI




ANEXO 2. Carta de aprobacion del comité de ética

3 2 UMMVEREDAD PERUAMA VICERECTORADO
. & - CAYETANO HEREDIA DE INVESTIGACION

CAR-DUARI-0-17-25
Lima, IS5 de Enero del 2025

Seflor(a) investigador(es)
AMES BENITO CHRISTINA INES
ARRUE RODRIGUEZ MISAEL EDGAR
CCAMASACARI CANCHUMANYA CAMILA SIULEM
Presente .-

Es grato dinginme a usted para expresarle un cordial saludo y a la vez informarle que hemos recibido ¢l proyecto de
investigacion titulado:  “DIVERSIDAD GENETICA DE RICKETTSIA ASEMBONENSIS A ESCALA
GLOBAL: UN ANALISIS DESCRIPTIVO Y FILOGENETICO” SIDISI 215008. ¢l cual ha sido revisado y
registrado en la Dircccion Universitaria de Asuntos Regulatorios de la Investigacion de la Universidad Peruana
Cayctano Heredia debido a que por sus caracteristicas no requiere evaluacion por el Comité Institucional de Etica en
Investigacion en Humanos ni por ¢l Comité Institucional de Etica para Uso de Animales.

Este proyecto puede iniciar su cjecucion. Los cambios o enmiendas al protocolo presentado solo deben cjecutarse

luego de una nucva evaluacion y autonizacion por esta direccion. Adicionalmente, agradecemos tenga a bien presentar
¢l informe de cierre del proyecto al concluir la cjecucion de este.

Atentamente,

Dra. Cinthia Hurtado Esquén
Directora

Dircccion Universitana de Asuntos
Regulatonios de la Investigacion
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