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El objetivo de esta tesis doctoral fue estudiar aspectos epidemioldgicos de las garrapatas y de
los microorganismos patogenos transmitidos por garrapatas en la Reserva Ecologica Costanera
Sur de la Ciudad Auténoma de Buenos Aires entre 2011 y 2018.

Se colectaron 1168 garrapatas de la vegetacion (454 de la especie Amblyomma aureolatum, 635
Ixodes auritulus sensu lato 'y 79 Amblyomma triste), 120 desde las aves (108 I. auritulus s.1. y
12 A. aureolatum), 104 desde perros (101 A. aureolatum, 2 Rhipicephalus sanguineus sensu
stricto y 1 A. triste), 1 A. aureolatum en una cabafia de trabajo y 1 A. triste desde personal de la
RECS.

Mediante PCR, 0,2% resultaron positivas al género Rickettsia, 0,3% a la familia
Anaplasmataceae y 2,9% al género Borrelia. Ademds, un roedor (Oligoryzomys flavescens)
(1/203) result6 positivo a Neorickettsia risticii.

La existencia de una especie nueva de Borrelia en A. aureolatum es de relevancia dado que esta
garrapata infesta a perros y humanos, aunque el grupo filogenético al que pertenece es de
patogenicidad desconocida. Por otro lado, las Borrelia spp. detectadas en I. auritulus s.l.
pertenecen al grupo de Borrelia burgdorferi sensu lato, aunque esta especie de garrapata no se
ha hallado nunca infestando a humanos.

En conclusién, las cuatro especies de garrapatas halladas son de importancia médica y
veterinaria, dado que son vectores o participan en el ciclo de numerosos patégenos. Un papel
destacado tienen las especies que pican a los humanos: A. aureolatum, A. triste y Rh. sanguineus

S.S.

Epidemiological study of ticks in a protected urban area of Buenos Aires city.
The aim was to study epidemiological aspects of ticks and tick-borne microorganisms in the
Reserva Ecoldgica Costanera Sur of Buenos Aires city between 2011 and 2018.

One thousand, one hundred and sixty-eight ticks were collected from vegetation (454 of the
species Amblyomma aureolatum, 635 Ixodes auritulus sensu lato and 79 Amblyomma triste),
120 from the birds (108 I. auritulus s.1. and 12 A. aureolatum), 104 from dogs (101 A.
aureolatum, 2 Rhipicephalus sanguineus sensu stricto and 1 A. triste), 1 A. aureolatum in a
work hut and 1 A. triste from RECS staff.

By PCR, 0.2% were positive to the Rickettsia genus, 0.3% to the Anaplasmataceae family and
2.9% to the Borrelia genus. In addition, one rodent (Oligoryzomys flavescens) (1/203) was

positive for Neorickettsia risticii.
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The existence of a new species of Borrelia in A. aureolatum is of relevance since this tick infests
dogs and humans, although the phylogenetic group to which it belongs is of unknown
pathogenicity. On the other hand, the Borrelia spp. detected in I. auritulus s.l. belong to the
Borrelia burgdorferi sensu lato group, but this tick was never found infesting humans.

In conclusion, the four ticks specie found are of medical and veterinary importance, since they
are vectors or participate in the cycle of numerous pathogens. A prominent role have the species

that bite humans: A. aureolatum, A. triste and Rh. sanguineus s.s.
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1. Introduccion




1.1. Prolegomenos

El estudio de los mecanismos ecoldgicos, evolutivos, sociales, econdmicos y epidemioldgicos
que facilitan la persistencia y el surgimiento de las enfermedades infecciosas endémicas permite
desarrollar sistemas de alerta temprana para conocer mejor el riesgo en animales y personas, y
reducir el nimero de enfermos (Karesh y col., 2012; Wilcox y Colwell, 2005; Wilcox y Gubler,
2005).

Las garrapatas son ectopardsitos hematéfagos de vertebrados (con excepcion de los peces) que
causan diversas patologias como dermatosis, anemia, toxemia (incluyendo pardlisis), pérdida
de ganancia de peso, facilitan la ocurrencia de miasis e infecciones bacterianas secundarias, y
son consideradas junto con los mosquitos como los més importantes artrépodos vectores de
agentes patdgenos: virus, bacterias, protozoos y nematodes (Institute of Medicine, 2011;
Jongejan y Uilenberg, 2004; Munderloh y Kurtti, 2010; Nava y col., 2017; Sonenshine y col.,
2002). Actualmente con el desarrollo de la biologia molecular, nuevas especies, cepas o
variantes genéticas de microorganismos estdn siendo detectados en las garrapatas en todo el

mundo (Dantas-Torres y col., 2012; Parola y Raoult, 2001).

1.2. Garrapatas duras (Familia Ixodidae)

Las garrapatas pertenecen al phylum Arthropoda, clase Arachnida, subclase Acari, orden
Parasitiformes, suborden Ixodida, y comprenden aproximadamente unas 910 especies dentro
de tres familias: Argasidae (garrapatas blandas), Ixodidae (garrapatas duras) y Nuttalliellidae
(representada por una sola especie en Africa) (Barros-Battesti y col., 2013; Guglielmone y
Nava, 2014; Nava y col., 2017). La familia Ixodidae se divide en dos grupos: Prostriata (género
Ixodes) y Metastriata (el resto de los géneros), de acuerdo a las caracteristicas morfolgicas
(Nava y col., 2009, 2017a; Parola y Raoult, 2001).

En Argentina habitan numerosas especies de garrapatas duras de los géneros Amblyomma (24
especies), Dermacentor (1), Haemaphysalis (2), Ixodes (10) y Rhipicephalus (2) (Lamattina y
col., 2018a; Nava y col., 2017). La mayoria se encuentra en la region biogeografica del Chaco,
seguida por el dominio Amazodnico y el Andino-Patagénico. De las especies presentes en el
pais, 19 especies del género Amblyomma, las dos especies de Haemaphysalis y las dos especies
Rhipicephalus fueron determinadas sobre humanos (Nava y col., 2017). En la Ciudad

Auténoma de Buenos Aires (CABA) se notificd la presencia de 4 especies de garrapatas:



Rhipicephalus sanguineus sensu stricto (Cicuttin, 2008), Ixodes auritulus sensu lato! (Cicuttin,
2016), Amblyomma aureolatum (Cicuttin y col., 2013a) y Amblyomma triste (Cicuttin y col.,
2013a), las dltimas dos exclusivamente en la Reserva Ecoldgica Costanera Sur (RECS).
Anatémicamente las garrapatas de la familia Ixodidae tienen un tamafio de 2 a 30 mm, los
adultos y ninfas tienen cuatro pares de patas, y las larvas tienen tres pares. La parte anterior del
cuerpo (capitulo) presenta las piezas bucales, incluidos los 6rganos sensoriales, las piezas de
corte y un 6rgano inmdvil a nivel medio (hipostoma) con numerosos dientes curvados que ancla
la garrapata a la piel del hospedador. En el dorso poseen un escudo rigido (de ahi su nombre de
garrapatas duras), que se extiende por toda la superficie dorsal del macho, mientras que en la
hembra sélo ocupa una pequefia porciéon detrds de la cabeza. Muchas garrapatas carecen de
0jos, e incluso cuando los ojos estan presentes, es dudoso que permitan una percepcién detallada
del entorno. Las garrapatas tienen una variedad de érganos sensoriales periféricos que incluyen
estructuras parecidas a pelos en el cuerpo, patas y partes de la boca y un complejo sensorial
situado en la superficie dorsal del tarso de la pata I que contiene un conjunto de receptores
olfativos y gustativos (6rgano de Haller). Estos drganos sensoriales son evidentemente
importantes para localizar a sus hospedadores y comunicarse entre si (Boero, 1957; Nava y col.,
2017; Parola y Raoult, 2001; Sonenshine y col., 2002; Sonenshine y Mather, 1994). Las
garrapatas son muy sensibles a estimulos que indiquen la presencia de hospedadores: estimulos
quimicos (como el CO2, NH3, fenoles, humedad y quimicos arométicos), vibraciones en el aire
y temperaturas corporales asociadas a los animales de sangre caliente (Parola y Raoult, 2001;
Sonenshine y col., 2002; Sonenshine y Mather, 1994).

El ciclo completo de vida (huevo, larva, ninfa, adulto) puede durar entre 1 y 3 afios, seguin la
especie y la latitud, dado que depende de condiciones ambientales, como la temperatura, la
humedad relativa y el fotoperiodo (Dantas-Torres y col., 2012; Munderloh y Kurtti, 2010;
Parola y Raoult, 2001; Sonenshine y col., 2002; Sonenshine y Mather, 1994; Vu Hai y col.,
2014). La hembra pone todos sus huevos en un sélo lote en lugares protegidos y muere poco
tiempo después. La larva recién eclosionada sube al hospedador y, después de alimentarse,
muda y se transforma en ninfa. Luego de un nuevo periodo de alimentacioén, muda otra vez y
se transforma en imago o adulto. Los machos y hembras copulan (en Metastriata la copula
ocurre usualmente sobre el hospedador, mientras que en Prostriata puede ocurrir fuera del
hospedador), la hembra se alimenta, abandona el hospedador y busca un lugar apropiado para

depositar los huevos. Los machos Metastriata permanecen mdas tiempo en el hospedador

Ixodes auritulus es considerada un complejo de especies (Nava y col., 2017).



alimentdndose intermitentemente. Ademds, algunas especies sOlo tienen hembras que se
reproducen partenogénicamente (Nava y col., 2017; Parola y Raoult, 2001; Sonenshine y col.,
2002; Sonenshine y Mather, 1994).

Los ix6didos se pueden clasificar de acuerdo al nimero de hospedadores que requieren para su
ciclo bioldgico: a) garrapatas de un hospedador, donde los tres estadios se alimentan en el
mismo hospedador y donde también tienen lugar las dos mudas (p. €j., Rhipicephalus —
Boophilus- microplus); b) garrapatas de dos hospedadores, donde la larva se alimenta y muda
en el hospedador, la ninfa lo abandona después de alimentarse, muda en el suelo y el imago
busca un nuevo hospedador (p. €j., algunas especies de Rhipicephalus); y c) garrapatas de tres
hospedadores que requieren un hospedador para cada uno de los estadios (p. €j. Rh. sanguineus
s.s.), siendo la gran mayoria de las especies (Boero, 1957; Nava y col., 2017; Sonenshine y col.,
2002; Sonenshine y Mather, 1994). Las garrapatas de mayor importancia para la salud humana
son de tres hospedadores, que cominmente utilizan hospedadores silvestres durante las fases
de larva y ninfa, y de este modo, actian como ‘“‘vectores-puente” entre los hospedadores
animales, que por lo general no se ven afectados por el patégeno, y los seres humanos que son
hospedadores finales y sufren la enfermedad (Munderloh y Kurtti, 2010).

La busqueda de hospedadores se realiza mediante al menos dos estrategias. Algunas especies
de garrapatas trepan sobre las malezas, pastos, arbustos u otra vegetacion para esperar el paso
de los hospedadores, y al ser estimuladas por la presencia de un hospedador, extienden sus patas
delanteras anterolateralmente (comportamiento questing) y se aferran al pelo, plumas o ropa
del hospedador. Mientras que otras especies presentan comportamiento cazador (hunting),
saliendo de su refugio cuando son excitadas por los olores del hospedador y lo buscan
activamente (Sonenshine y col., 2002; Sonenshine y Mather, 1994).

Los ixddidos se encuentran en muchos hébitats terrestres, que van desde los bosques frios y
himedos a los desiertos cdlidos y dridos. Cada especie, sin embargo, se ha adaptado a tipos
especificos de habitats donde generalmente se encuentran en mayor abundancia (Sonenshine y
col., 2002; Sonenshine y Mather, 1994). Desde un enfoque evolutivo, las restricciones
impuestas por la biogeografia y la especificidad ecoldgica, conducen a los patrones de
asociacion con hospedadores mas que la especificidad con un hospedador dado. Esto no es
sorprendente, dada la baja especificidad de la mayoria de las relaciones garrapatas-
hospedadores. Algunas especies de garrapatas muestran especificidad de hospedador variable
en cada nivel taxondémico, otras se limitan tnicamente a determinadas clases de vertebrados,
otras en gran parte a Ordenes particulares dentro de las clases (por ejemplo, carnivoros,

artiodéctilos, roedores), y pocas son especie-especificas. Por lo tanto, las garrapatas pueden



verse como oportunistas, limitadas por restricciones abidticas, y por caracteristicas fisicas, de
comportamiento e inmunoldgicas de los vertebrados, lo que determina la distribucion
diferencial de garrapatas entre sus especies hospedadoras (Randolph, 2004). Esto tiene
consecuencias importantes para la potencial transmisién de patégenos, dado que las especies
de vertebrados son diferencialmente competentes para transmitir diversos patdgenos, entonces
la distribucion de las garrapatas entre diferentes especies hospedadoras tendrd un impacto
diverso en la multiplicacién de los patégenos. Incluso se ha sugerido que los hospedadores no
competentes podrian tener un efecto “profilactico” zoolégico al disminuir la prevalencia de la
infeccion en la poblacion de garrapatas (Parola y Raoult, 2001; Randolph, 2004).

La densidad de garrapatas en un ambiente dado estd determinada por distintos factores, aunque
el nimero de los hospedadores primarios en una regién parece determinar el promedio
alrededor del cual fluctia el nimero de garrapatas (Institute of Medicine, 2011). Por lo tanto,
las actividades humanas pueden contribuir a la expansion, tanto por la modificacién del habitat,
asi como mediante la alteracion de las poblaciones de hospedadores y su composicién. Los
cambios en los patrones de uso de la tierra han favorecido el establecimiento y la expansion de
las garrapatas en la interfaz urbano/rural y proporcionaron un nuevo hébitat para los
hospedadores silvestres altamente adaptables, asi como nuevos hospedadores representados por
los animales domésticos (Dantas-Torres y col., 2012; Munderloh y Kurtti, 2010; Vu Hai y col.,
2014). En cuanto a la dispersién de garrapatas, si bien las poblaciones de hospedadores
silvestres (especialmente aves) pueden migrar muchos kilémetros, movilizando garrapatas (y
sus patégenos) de un drea a otra, la dispersion relacionada al humano, fundamentalmente a
través del movimiento de animales domésticos, ha sido el mecanismo maés eficaz de dispersion
como lo demuestra la historia de las dos especies (0 grupo de especies) de garrapatas a nivel
mundial que tienen la més amplia distribucién: Rh. microplus y Rh. sanguineus (EFSA, 2010;

Munderloh y Kaurtti, 2010).

1.3. Microorganismos patégenos transmitidos por garrapatas

Las garrapatas se han reconocido como parésitos desde hace miles de aios, pero el potencial
para transmitir patégenos se demostro recién a finales del siglo XIX, cuando Smith y Kilbourne
probaron que Boophilus annulatus transmitia el protozoo Babesia bigemina. A principios del
siglo XX, las garrapatas fueron implicadas como vectores de patdgenos bacterianos a los

humanos: se describié la fiebre recurrente causada por Borrelia duttonii y transmitida por



Ornithodoros moubata (garrapata blanda) y Ricketts demostré que la garrapata Dermacentor
andersoni estaba involucrada en la transmision de Rickettsia rickettsii, el agente de la Fiebre
Manchada de las Montafias Rocosas. En 1910, los primeros casos de Fiebre Maculosa del
Mediterraneo fueron reportados en Tinez y en 1930 se estableci6 el papel de Rh. sanguineus
en la transmision de esta enfermedad. En 1929, Francis describe la epidemiologia de la
tularemia y el papel de los artrépodos hematéfagos, incluyendo las garrapatas, en su
transmision. A principios del siglo XX, Cowdry demostré también la asociacion de bacterias
no patogénicas (endosimbiontes) con las garrapatas. Después de la Segunda Guerra Mundial,
una serie de enfermedades virales, bacterianas y protozoarias transmitidas por garrapatas se
describieron en los animales y en los seres humanos. En la década de 1980, fue descripta la
enfermedad de Lyme debido a Borrelia burgdorferi sensu lato, actualmente considerada la
enfermedad por vectores mds importante en Europa y Estados Unidos. Hacia finales del siglo
XX, una serie de nuevas rickettsiosis transmitidas por garrapatas se han registrado en todo el
mundo, y las bacterias del género Ehrlichia comenzaron a ser reconocidas como patdgenos
humanos (Narasimhan y Fikrig, 2015; Parola y Raoult, 2001).

Es asi que con el desarrollo de la biologia molecular, nuevas especies, cepas o variantes
genéticas de estos microorganismos estdn siendo detectadas en las garrapatas en todo el mundo,
y la lista de posibles agentes patdgenos transmitidos por garrapatas sigue aumentando. Algunos
de estos agentes, como Rickettsia slovaca, Rickettsia parkeri y Rickettsia massiliae, fueron
identificados en garrapatas, anos o décadas antes de que se asociaran con enfermedades
humanas. Sin embargo, a pesar de la enorme contribucién de la biologia molecular para el
descubrimiento de nuevas especies bacterianas asociadas a garrapatas, los datos deben ser
interpretados con cautela (Dantas-Torres y col., 2012).

Los ix6didos tienen atributos que mejoran su potencial como vector, dado que se alimentan por
periodos relativamente largos (dias), durante el cual permanecen firmemente unidos al
hospedador. A su vez, la alimentacién puede implicar una gran variedad de vertebrados que
ocupan hdbitats muy diversos (Parola y Raoult, 2001).

Cox y col. (2011) definen competencia vectorial como la susceptibilidad intrinseca que tiene
una especie de artrépodo a adquirir e infectarse con un microrganimso, y posteriomente
replicarlo y transmitirlo. Esto implica la alimentacion del vector artropodo en un hospedador
vertebrado en el que circula el patégeno y la realimentacién posterior en un hospedador
susceptible no infectado (Reisen, 2002). A su vez, la capacidad vectorial estd dada por factores
extrinsecos e intrinsecos que le permiten al vector transmitir el patégeno en determinadas

condiciones espacio-temporales (Marquardt, 2005).



1.3.1. Bacterias patégenas transmitidas por garrapatas

Entre las enfermedades bacterianas mas importantes transmitidas por garrapatas a los animales
domésticos y humanos se encuentran las rickettsiosis, ehrlichiosis, anaplasmosis y borreliosis
(Nava y col., 2017; Randolph, 2004). Las garrapatas pueden infectarse cuando se alimentan de
animales con bacteriemia o por transmisiOn transestadial y transovdrica. Las rickettsias al
multiplicarse en casi todos los 6rganos y fluidos de garrapatas, en particular, las glandulas
salivales y los ovarios, logran la transmisién durante la alimentacién y transovaricamente,
respectivamente, mientras que otras bacterias pueden transmitirse transovaricamente pero no
infectan las gldndulas salivales y por consiguiente no pueden entonces ser transmitidas a
hospedadores susceptibles. Por otra parte, la garrapata dura se alimenta una sola vez en cada
estadio, y las bacterias adquiridas por una garrapata durante la alimentaciéon se pueden
transmitir a otro hospedador sélo cuando la garrapata ha mudado a su siguiente etapa de
desarrollo; aunque no todas las especies son capaces de transmitir bacterias transestadialmente,
p.e., no todas las especies de Ixodes que adquieren B. burgdorferi, pasan el agente
transestadialmente. Cuando las bacterias (p.e., algunas especies de rickettsias) se transmiten
tanto transestadialmente como transovaricamente, esta garrapata serd también el reservorio de
las bacterias, y la distribucion de la enfermedad causada por la bacteria serd idéntica a la de su
hospedadora garrapata. Ademds, las garrapatas pueden infectarse con bacterias por co-
alimentacion (co-feeding): cuando varias garrapatas se alimentan en estrecho contacto puede
ocurrir propagacion directa de bacterias de una garrapata infectada a una no infectada.
Finalmente, en algunas especies de rickettsias y borrelias se comprobd transmision sexual de
las bacterias desde una garrapata macho infectada a una hembra (Parola y Raoult, 2001).

Las consecuencias de las infecciones bacterianas en la garrapata son poco conocidas, pero se
ha reportado que en las garrapatas infectadas con R. rickettsii baja la fecundidad y ocurre alta
mortalidad. Ademds, alin no se conoce con certeza si las propiedades de las bacterias (p.e.
virulencia) pueden cambiar por el pasaje en las garrapatas: B. duttonii pierde patogenicidad
después de repetidos pasajes transovaricos en O. moubata, y R. rickettsii pierde su virulencia
en cobayos cuando las garrapatas son sometidas a estrés fisiologico (Parola y Raoult, 2001).
En adicion a los patdgenos que transmiten, numerosas bacterias endosimbiontes presentan
relaciones de comensalismo, mutualismo o parasitismo con las garrapatas. Distintos estudios
sugieren que estas bacterias asociadas pueden modular la capacidad vectorial de las garrapatas,
la reproducciéon y la alimentacién, y podrian proporcionar herramientas para prevenir la

transmision de patogenos (Estrada-Pefia y col., 2013; Institute of Medicine, 2011; Munderloh



y Kurtti, 2010; Narasimhan y Fikrig, 2015). Los endosimbiontes también pueden ser
transmitidos transovaricamente y muchas especies resultan muy cercanas filogenéticamente a
bacterias patogenas, lo que sugiere la posibilidad de ancestros en comin y que bajo
circunstancias desconocidas un endosimbionte puede emerger como un nuevo patégeno de
vertebrados. Por otra parte, la infeccion de la garrapata con determinados endosimbiontes se ha
sugerido que puede servir como barrera para la infecciobn con patdgenos relacionados
(Narasimhan y Fikrig, 2015). A su vez, las garrapatas también son colonizadas por otros
microorganismos adquiridos desde los animales durante la ingesta de sangre o desde el suelo y
plantas mientras estdn fuera del hospedador. Por ello, existe una considerable variacion por
etapas del ciclo de la garrapata y por estar ingurgitada o no, pero en general, ninfas y hembras
ingurgitadas albergaban mayor diversidad bacteriana, lo que sugiere que la ingesta de sangre
ejerce un impacto importante en la diversidad microbiana de la garrapata (Estrada-Pefia y col.,
2013; Institute of Medicine, 2011; Munderloh y Kurtti, 2010; Narasimhan y Fikrig, 2015).

La probabilidad de que un hospedador esté expuesto a un patégeno que causa una enfermedad
transmitida por garrapatas (ETG) se puede expresar como Pe=1-(1-ky)", donde P. es la
probabilidad de ser picado por al menos un vector infectado, kv es la proporcion de vectores
infectados con el patdgeno y n es el numero de picaduras del vector. Cuando los resultados se
representan graficamente para diferentes tasas de infeccidn, aparece una curva asintética, p.e.,
con una tasa de infeccién del 25% y probabilidad de 5 a 10 picaduras de garrapatas, la
probabilidad de exposicion resulta cercana a 1. Sin embargo, la adquisicién de una ETG es el
resultado de un proceso doble de exposicion e infeccion (Institute of Medicine, 2011; Randolph,
2004).

Las ETG zoonéticas entonces son el resultado de la interaccién de la biologia de la garrapata
(hospedador/es, clima y especies), los factores de exposicién a la garrapata (p.e., lugar de
residencia, ocupacion y actividades recreativas) y la biologia humana (p.e., edad y género). La
region geogréfica de residencia es de vital importancia debido a que la presencia de ETG es
altamente dependiente geograficamente (porque depende de la garrapata vectora). En términos
de ocupacion, las personas que trabajan al aire libre estin en mayor riesgo de exposicion,
aunque diferentes ocupaciones al aire libre varian en su riesgo, p.e., los trabajadores al aire libre
en general mostraron tener un riesgo mayor para la enfermedad de Lyme, los agricultores para
la encefalitis transmitida por garrapatas y los lefiadores para la enfermedad de Lyme, encefalitis
y anaplasmosis. Las actividades recreativas también pueden aumentar el riesgo de exposicion
debido a que muchas actividades se desarrollan en el entorno de la garrapata y en algunos casos,

la preferencia del tipo de actividad y la habilidad para desarrollarla, puede influir en el nivel



de riesgo asociado, p.e., los “malos” golfistas corren un mayor riesgo de ehrlichiosis debido a
que pasan mayor cantidad de tiempo en el pasto mds alto, en comparacion con los que juegan
relativamente mejor que estdn mas tiempo en el césped cuidado y cortado. Finalmente, las
relaciones entre especies también pueden influir en la exposicién a la enfermedad. Los duefios
de animales de compafiia pueden estar en mayor riesgo debido a las garrapatas que transportan
esos animales al hogar. Por otra parte, la evidencia ha demostrado que la prictica de medidas
de proteccion personal, tales como el uso de mangas largas y pantalones largos, pantalones
dentro de las botas, y uso de repelentes, puede reducir el riesgo de exposicion hasta en un 93%.
La exposicion a la garrapata es una parte necesaria aunque no suficiente para el desarrollo de
la enfermedad, ya que un individuo necesita ser infectado por el agente patégeno (Dantas-

Torres y col., 2012; Fischhoff y col., 2019; Institute of Medicine, 2011).

1.3.1.1. Género Rickettsia

Las rickettsiosis son causadas por bacterias intracelulares obligadas del género Rickettsia
(familia Rickettsiaceae, orden Rickettsiales, filo Proteobacterias) que tienen tropismo por las
células endoteliales y su patogenia se debe a la lesion de las mismas, causando vasculitis,
microhemorragias, aumento de la permeabilidad vascular, edema y activaciéon de los
mecanismos de inflamacién y coagulaciéon. En los tdltimos 20 afos se han descripto
aproximadamente 60 nuevas especies de rickettsias (Venzal y Nava, 2011). El género se
clasifica en cuatro grupos: i) fiebres manchadas (p.e. R. rickettsii), transmitido principalmente
por garrapatas duras; ii) de transicién, que incluye a Rickettsia felis y Rickettsia akari,
transmitidas por pulgas y dcaros respectivamente; iii) fiebres tificas, Rickettsia typhi y
Rickettsia prowazekii, transmitidas por pulgas y piojos respectivamente; y iv) un grupo
ancestral que incluye a Rickettsia bellii y Rickettsia canadensis, transmitido principalmente por
garrapatas (Cicuttin, 2014).

El grupo de las fiebres manchadas puede presentar ciclos enzodticos o epizodticos con la
participacién de vertebrados, pero las garrapatas son generalmente el principal reservorio y
vector de estos patdgenos en la naturaleza, dada la habilidad de las rickettsias para sobrevivir
en las mismas y transmitirse en forma transestadial y transovarica. En los ultimos tiempos se
ha producido un incremento en la ocurrencia de rickettsiosis en dreas urbanas, reconociéndose
nuevos patdégenos humanos (R. massiliae), y, ademds, patégenos relacionados con &reas
silvestres comenzaron a detectarse en ambientes urbanos y periurbanos, tal como R. rickettsii y

R. parkeri, principalmente debido a que vertebrados reservorios y ectopardsitos vectores



comenzaron a ser frecuentes en las ciudades, especialmente en areas urbanas protegidas e
interfases urbano-rural (Cicuttin, 2014).

En Argentina, este género ha sido muy estudiado desde principios del siglo XXI, detectindose
diversas especies de Rickettsia en garrapatas principalmente de los géneros Amblyomma y
Rhipicephalus, y R. felis en pulgas del género Ctenocephalides. Cuatro de estas especies (R.
rickettsii, R. parkeri sensu stricto, R. parkeri cepa Mata Atlantica y R. massiliae) son
reconocidas como patdgenas para los humanos (Venzal y Nava, 2011). Rickettsia rickettsii se
encuentra asociada al complejo Amblyomma cajennense (Amblyomma sculptum y Amblyomma
tonelliae) con ocurrencia de casos humanos en Salta y Jujuy (de la Fuente y Sanchez, 2018;
Paddock y col., 2008). Rickettsia parkeri s.s. es transmitida por Amblyomma triste y
Amblyomma tigrinum, vectores con caracteristicas ecoldgicas diferentes, y notificaciéon de
casos en gran parte del pais (Romer y col., 2014, 2011). Rickettsia parkeri cepa Mata Atlantica
estd asociada a Amblyomma ovale (Lamattina y col., 2018b) y se reportd un caso sospechoso
en Misiones (Vizcaychipi y col., 2019). Rickettsia massiliae fue hallada en CABA (Cicuttin y
col., 2004, 2014a), Bahia Blanca (Buenos Aires) (Cicuttin y col., 2014b) y Mendoza (Monje y

col., 2016), con un caso humano confirmado en CABA (Garcia-Garcia y col., 2010).

1.3.1.2. Géneros Ehrlichia y Anaplasma

Las ehrlichiosis y anaplasmosis son causadas por bacterias intracelulares obligadas de los
géneros Ehrlichia y Anaplasma, respectivamente (familia Anaplasmataceae, orden
Rickettsiales, filo Proteobacterias). Residen dentro de vacuolas citoplasmaticas, por separado o
mds frecuentemente en inclusiones compactas (moérulas), presentes en las células
hematopoyéticas maduras o inmaduras, en la sangre periférica o en los tejidos de hospedadores.
Son agentes etioldgicos de enfermedades de perros y otros cdnidos, humanos y rumiantes
(vacas, cabras, ovejas, llamas y ciervos). Dentro del género Ehrlichia se destacan las especies
Ehrlichia canis, Ehrlichia chaffeensis y Ehrlichia ewingii, la primera transmitida por Rh.
sanguineus s.1. y las otras dos por garrapatas del género Amblyomma (Dumler y col., 2001). El
género Anaplasma incluye especies de importancia sanitaria como Anaplasma
phagocytophilum (transmitida por garrapatas Ixodes), Anaplasma marginale (secundariamente
por Rhipicephalus) y Anaplasma platys (por Rh. sanguineus s.1.) (Dumler y col., 2007, 2001;
Mangold y Mastropaolo, 2013).

El género Ehrlichia en Argentina ha sido poco estudiado. En una encuesta seroldgica en la
provincia de Jujuy se detectaron anticuerpos reactivos contra E. chaffeensis en sueros humanos,

aunque se debe considerar la existencia de reacciones cruzadas entre las distintas especies
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(Ripoll y col., 1999). Posteriormente se detecté molecularmente E. chaffeensis -0 una especie
cercana- en garrapatas Amblyomma parvum de Santiago del Estero (Monje y col., 2018;
Tomassone y col., 2008), en Amblyomma tigrinum de San Luis (Cicuttin y col., 2017a) y en
ciervos de los pantanos Blastocerus dichotomus de Corrientes y Buenos Aires (Guillemi y col.,
2019). En A. tigrinum de Coérdoba también fue detectada otra especie de ehrlichia no asociada
a enfermedad humana (Cicuttin y col., 2017a). Ehrlichia canis ha sido detectada en perros con
signos compatibles del drea metropolitana de Buenos Aires (Cicuttin y col., 2016; Eiras y col.,
2013), asi como en garrapatas Rh. sanguineus del norte del pais y de Buenos Aires (Cicuttin y
col., 2015a, 2015b, 2017b). De E. ewingii no se encuentran antecedentes para el pais. Respecto
a casuistica en humanos, sélo en Cérdoba se notificé un supuesto caso de ehrlichiosis en un
nifio, sin embargo, la metodologia utilizada no permite confirmarlo fehacientemente (Halac,
2016).

Respecto al género Anaplasma, A. marginale se encuentra en el norte y centro de Argentina
asociada a rodeos bovinos (Mangold y Mastropaolo, 2013) y A. platys ha sido detectada en el
area metropolitana de Buenos Aires (Cicuttin y col., 2011b; Eiras y col., 2013), Bahia Blanca
—provincia de Buenos Aires- (Cicuttin y col., 2014b), Salta (Cicuttin y col., 2015b), Corrientes
(Oscherov y col., 2011), Mendoza (Linares, comunicacidn personal), Cérdoba (Cicuttin y col.,
2017a; Mascarelli y col., 2016) y Santa Fe (Mascarelli y col., 2016). También se encuentra
Anaplasma centrale, de origen africano, que se utiliza para la inmunizacién de los bovinos
contra la anaplasmosis (Mangold y Mastropaolo, 2013). No hay reportes de presencia de A.

phagocytophila u otras especies de anaplasmas.

1.3.1.3. Género Borrelia

Las borreliosis son causadas por bacterias con forma de espiroquetas gram-negativas del género
Borrelia (familia Spirochaetaceae, orden Spirochaetales, filo Spirochaetes). Tradicionalmente
ha sido clasificado en dos grandes grupos: Enfermedad de Lyme (GEL) — B. burgdorferi s.1.-
transmitidas principalmente por garrapatas del género Ixodes; y Fiebre Recurrente (GFR),
transmitidas por garrapatas blandas principalmente, y también por unas pocas especies de
garrapatas duras y el piojo humano (Adeolu y Gupta, 2014; Takano y col., 2011; Talagrand-
Reboul y col., 2018).

El GEL consiste en aproximadamente 18 genoespecies formalmente descriptas. Los principales
agentes causales de la enfermedad de Lyme son B. burgdorferi sensu stricto, Borrelia afzelii y
Borrelia garinii. Estos tres agentes son transmitidos por garrapatas del complejo Ixodes ricinus

(Ixodes pacificus e Ixodes scapularis en EEUU, Ixodes ricinus en Europa e Ixodes persulcatus
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en Europa y Asia) (Adeolu y Gupta, 2014; Takano y col., 2011; Talagrand-Reboul y col., 2018).
Adicionalmente, GEL puede ser dividido en cuatro subgrupos segun los hospedadores: a)
especies adaptadas a mamiferos (p.e., B. afzelii); b) a aves (p.e., B. garinii, Borrelia americana);
c) a reptiles (p.e., Borrelia lusitaniae); y d) especies sin hospedadores especializados (p.e., B.
burgdorferi s.s.) (Mechai y col., 2016; Piesman y Gern, 2004; Rudenko y col., 2014). En
Sudamérica se han detectado Borrelia chilensis y diferentes haplotipos de nuevas genoespecies
de B. burgdorferi s.l. en Ixodes longiscutatus de Brasil (Dall’Agnol y col., 2017), Ixodes
aragaoi e I. auritulus de Uruguay (Barbieri y col., 2013; Carvalho y col., 2019), Ixodes stilesi
e I. auritulus de Chile (Ivanova y col., 2014; Mufioz-Leal y col., 2019a), e Ixodes pararicinus,
Ixodes sp. cf. I. neuquenensis e Ixodes sigelos de Argentina (Nava y col., 2014; Saracho Bottero
y col., 2017).

Las espiroquetas del GFR son transmitidas por garrapatas blandas (GFR-GB) y duras (GFR-
GD) y solamente Borrelia recurrentis es transmitida por piojos (Pediculus humanus humanus,
piojo humano del cuerpo). Se conforman cuatros subgrupos de acuerdo a aspectos ecolégicos:
a) borrelias del Viejo Mundo (p.e., Borrelia hispanica); b) borrelias del Nuevo Mundo (p.e.,
Borrelia turicatae); c) borrelias aviares de distribucién mundial (p.e., Borrelia anserina); y d)
borrelias transmitidas por garrapatas duras de distribucién mundial (p.e., Borrelia miyamotor)
(Cutler, 2010; Talagrand-Reboul y col., 2018). En Sudamérica este grupo ha sido poco
estudiado, detectdndose Borrelia spp. GFR-GB en garrapatas blandas del género Ornithodoros
en Chile, Bolivia y Brasil (Mufioz-Leal y col., 2018, 2019b; Parola y col., 2011) y dentro de las
GFR-GD se notific6 Borrelia theileri en Rh. microplus y bovinos (Morel y col., 2019).

Por dltimo, diferentes estudios plantean un tercer grupo en el género, denominado borrelias
asociadas a reptiles (REP), también transmitidas por garrapatas duras, incluyendo hallazgos en
garrapatas no asociadas a reptiles (Lee y col., 2014; Loh y col., 2016; Takano y col., 2011,
2010). Se detectd una Borrelia sp. de este grupo en Amblyomma longirostre de Brasil (Pacheco
y col., 2019).

Respecto a la ocurrencia de casos humanos en Argentina, principalmente a principios del siglo
XX se describieron casos humanos de fiebre recurrente (B. recurrentis) (Acha 'y Szyfres, 2003;
Bernasconi, 1926), sin embargo la informacion disponible es muy limitada. Por otra parte, no

estd comprobada la ocurrencia de casos autdctonos de enfermedad de Lyme (Armitano y col.,

2018).
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1.4. Areas urbanas protegidas

En 1950 se estimaba que el 30% de las personas vivian en ciudades, pero ya en 2007 este
porcentaje ascendid al 50%, hacia 2030 se proyecta el crecimiento de la poblacién urbana de
3,6 mil millones a 5 mil millones, llegando a un 67 % de poblacién urbana para 2050. La mayor
parte del incremento ocurrird en los paises en vias de desarrollo, y lamentablemente la mayoria
de estos nuevos habitantes urbanos vivirdn en barrios pobres hacinados, a menudo en tierras
marginales y peligrosas para la salud, sin saneamiento y sin acceso a agua potable (Elmqvist y
col., 2013; Trzyna, 2014). Al mismo tiempo, la superficie designada como érea protegida ha
crecido de forma espectacular. En 1950 menos del 0,5% de la superficie terrestre estaba
protegida y actualmente alcanza el 11,5%, con diferentes grados de proteccién (Elmqvist y col.,
2013; Mcdonald y col., 2009; Trzyna, 2014). El crecimiento de las zonas urbanas por un lado
y de las dreas protegidas por el otro, crea una tendencia hacia la proximidad cada vez mayor
entre las zonas urbanas y las zonas protegidas (Mcdonald y col., 2009) con impactos negativos
que incluyen la fragmentacion del habitat, los efectos de borde, el ruido, la luz, los conflictos
humano-vida silvestre, la transmisiéon de patégenos, la introduccién de especies exodticas
invasoras, el fuego y la basura, entre otros (Mcdonald y col., 2009; Trzyna, 2014).

Las dreas urbanas protegidas (AUP) se definen como espacios geograficos claramente
demarcados, reconocidos y manejados, dentro de un marco legal, que se encuentran dentro o
limitando a grandes centros urbanos. Estas dreas son ecoldgicamente significativas, reflejan en
su implementacién procesos econdmicos, ambientales, técnicos y sociales, conservan la
biodiversidad, influyendo en el clima local, protegiendo el suelo y el agua, y fundamentalmente
resultan sitios ideales para la recreacion, el ecoturismo y la educacién (Trzyna, 2014). Presenta
caracteristicas algo diferentes a las de otras dreas protegidas, ya que suelen recibir un gran
nimero de visitantes (y que las visitan con frecuencia, incluso diariamente), muchos de los
cuales no han “experimentado” otras dreas protegidas remotas o “mds salvajes”; por otra parte,
los visitantes -de caracteristicas netamente urbanas- suelen ser mds diversos étnica, cultural y
econdmicamente que las poblaciones que generalmente viven cerca o en otras dreas protegidas
no urbanas. A su vez, estas areas suelen hacer interactuar numerosos actores del ambito urbano,
tales como: organismos y funcionarios de gobiernos nacionales, regionales y locales,
instituciones educativas, culturales y protectoras (ecologistas y proteccionistas de animales
domésticos), y suelen tener una “cercania” con los medios de comunicacién y los lideres de

opinién (Mcdonald y col., 2009; Trzyna, 2014).
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Las AUP en general se encuentran amenazadas por la expansion urbana y la intensificacion del
desarrollo urbano (el interés econdmico-inmobiliario), incluso por infraestructuras planificadas
como apertura de calles, construccion de edificios gubernamentales, vertederos de basura,
antenas de radiodifusion, etc. Ademds se ven sumamente afectadas por el vandalismo, el
desecho de basura y la contaminacién luminica y acustica que se origina en las zonas urbanas
adyacentes. Por dltimo, se encuentran sometidas a efectos de “borde urbano” como incendios
frecuentes y graves, creacion y uso de senderos ilegales, contaminacién del agua, introduccién
de plantas y animales exdticos e invasores, pérdida de hdbitat, conflictos entre los seres
humanos y los animales silvestres, e invasion y abandono de gatos y perros (Mcdonald y col.,
2009; Trzyna, 2014).

Las areas protegidas, incluyendo las AUP, hacen una contribucién vital para la salud del planeta
y el bienestar humano, mediante la proteccién de los hébitats y de las especies en peligro de
extincion. Pero las AUP son importantes también porque a menudo definen la identidad de una
ciudad, ayudan a que la gente urbana valore la naturaleza en forma mds amplia, son muy
utilizadas para estudiar la naturaleza por las escuelas, universidades, grupos de jévenes y grupos
de adultos, como los observadores de aves, y ofrecen excelentes oportunidades para demostrar
y promover el buen comportamiento ambiental; ademads, proporcionan beneficios propios de
los ecosistemas como la reduccion de la contaminacion del aire y moderacion del efecto de isla
de calor urbano; refuerzan la proteccién y recuperacion de espacios naturales; y apoyan la
economia local aumentando el atractivo turistico de la ciudad (Mcdonald y col., 2009; Sportza,
2001; Trzyna, 2014).

Por dltimo, los ecosistemas naturales protegidos tienden a tener un balance estable en la
ecologia de microorganismos-hospedadores-vectores, pero cuando se degradan -especialmente
alrededor de los senderos, en los limites y en los lugares muy visitados- pueden facilitar la
interaccion entre agentes patégenos, vectores y hospedadores, y asi crear las condiciones para
la transmisién de microorganismos (Trzyna, 2014); ademds, los animales de compaiiia
(principalmente perros y gatos) y sinantropicos (como roedores) pueden servir como
amplificadores de agentes zoondticos y transportar y dispersar los ectoparasitos vectores entre
un area protegida y las zonas urbanas linderas (Cicuttin, 2014). En ese sentido, la mayoria de
las enfermedades infecciosas emergentes se producen debido a una ruptura de las barreras que
limitaban anteriormente al drea de distribucion geogréfica, al hospedador o al vector, del agente
patdgeno, y parecen florecer especialmente en ambientes alterados por el ser humano (Wobeser,

2002).
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1.4.1. Areas urbanas protegidas y patégenos transmitidos por garrapatas

La comprension de la dindmica de las enfermedades transmitidas por vectores en los ambientes
urbanos requiere la integracion de procesos ecoldgicos y socioldgicos que se relacionan con la
dindmica de la poblacion de los microorganismos, sus vectores y sus hospedadores en estos
ecosistemas particulares (LaDeau y col., 2016). Los ambientes urbanos conforman mosaicos de
habitats para los vectores, que generan gradientes de transmision relacionados especialmente a
factores socioeconémicos de la poblacién urbana (LaDeau y col., 2016).

Existe un incremento en los reportes sobre el establecimiento de garrapatas y sus patégenos en
pequefias areas naturales en ambientes urbanos (LaDeau y col., 2016). Estas pequefias areas
pueden incluso tener un elevado riesgo de exposicion a patdgenos transmitidos por garrapatas
debido a una alta densidad de las garrapatas, relacionadas a un desequilibrio en la disponibilidad
de hospedadores (LaDeau y col., 2016). Los ix6didos son comtinmente reportados en parques
y areas naturales urbanos, siendo la mayoria de los estudios realizados en Europa (Kowalec y
col., 2017, 2019; LaDeau y col., 2016). Diversas investigaciones en pequeios fragmentos
boscosos urbanos demostraron que la elevada densidad del ratén Peromyscys leucopus
(asociada a la escasa presencia de predadores) se asocia al riesgo de transmision de enfermedad
de Lyme. También se encontré que la alta densidad de garrapatas y la elevada prevalencia de
B. burgdorferi s.l. en las garrapatas estaba correlacionada negativamente con el tamano del
fragmento natural urbano o la riqueza de especies hospedadoras (Kowalec y col., 2017, 2019;
LaDeau y col., 2016). Otros hallazgos evidencian que en una misma 4rea urbana natural las
garrapatas pueden estar infectadas con mdltiples patégenos (Mancini y col., 2014).

Los parques y las dreas naturales urbanas presentan un estrecho contacto entre los animales
domésticos (en especial de compaiiia) y los animales silvestres, siendo especialmente sensibles
a la introduccién o dispersion de ectopardsitos como las garrapatas, asi como patégenos de los
cuales pueden ser reservorios (Di Luca y col., 2013; Kowalec y col., 2017). Ademads, cabe
resaltar la importancia de la introduccién de animales exdticos que pueden aumentar el riesgo
de transmision tanto por ser hospedadores de la garrapata, asi como del patégeno (LaDeau y
col., 2016).

En Sudamérica, los estudios en dreas urbanas naturales son escasos. En un parque urbano de
Londrina (Parand, Brasil) se encontré6 Amblyomma dubitatum y A. cajennense, pero todas las
garrapatas resultaron negativas al género Rickettsia (Toledo y col., 2011a, 2011b). Estrada y
col. encontraron abundancia de A. cajennense y Amblyomma cooperi en un parque de Campinas
(San Pablo, Brasil), detectando solamente R. bellii en las mismas (Estrada y col., 2006). La

abundante presencia de carpinchos en ambos parques fue relacionada con la abundancia de
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garrapatas y el riesgo de transmision de R. rickettsii alos humanos (Estrada y col., 2006; Toledo
y col., 2011a, 2011b). En Argentina, un sélo estudio ha sido llevado a cabo recientemente en
otra drea protegida de CABA, la Reserva Ecoldgica Ciudad Universitaria Costanera Norte

(RECUCN), encontrandose solamente la presencia de I. auritulus s.1. (Gonzalez y col., 2019).

1.5. Antecedentes en el area de estudio

En la RECS se hicieron escasos muestreos previos no sistemadticos de garrapatas. En 2012 se
colectaron tres especimenes de una habitacion utilizada para los cuidados posteriores a la
esterilizacion quirdrgica de perros vagabundos de la reserva, las cuales fueron identificadas
como dos hembras de Amblyomma aureolatum y una hembra de A. triste (Cicuttin y col.,
2013a). En ese mismo afio, en un muestro de aves silvestres para estudio de patdgenos
zoondticos se encontrd una garrapata parasitando a un ejemplar de Poospiza nigrorufa -
sietevestidos- que fue identificada como A. aureolatum (Cicuttin y col., 2013a) y dos garrapatas
en dos Turdus rufiventris —zorzal colorado-, identificadas como I. auritulus s.l. y A. aureolatum
(Cicuttin, 2016). No existen estudios previos de patdgenos transmitidos por garrapatas en la

RECS.
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2. Hipotesis y objetivos del trabajo
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2.1. Hipétesis

El presente trabajo se desarroll6 bajo la hipétesis de que las especies de garrapatas presentes en
la RECS son vectores con capacidad potencial para transmitir microorganismos bacterianos

(Anaplasma, Ehrlichia, Rickettsia, Borrelia) a los animales domésticos y al hombre.

2.2. Objetivo general

Estudiar aspectos epidemioldgicos de las garrapatas (riqueza especifica, distribucion estacional,
rol como potenciales vectores de microorganismos patdogenos) y de los microorganismos
patégenos transmitidos por garrapatas (diversidad, relevancia sanitaria) en la Reserva Ecoldgica
Costanera Sur de la Ciudad Auténoma de Buenos Aires en el periodo 2011-2018. A través de
los estudios de la dindmica poblacional y de la prevalencia de infeccién con microorganismos,
se espera determinar la importancia epidemioldgica de las garrapatas y de las enfermedades
transmitidas por garrapatas en un area lindante con el principal conglomerado humano de la

Argentina.

2.3. Objetivos especificos

1) Determinar la riqueza especifica y distribucion estacional de las garrapatas presentes en la
RECS.

2) Detectar molecularmente la presencia de especies de Rickettsia, Ehrlichia, Anaplasma y
Borrelia en las garrapatas.

3) Detectar molecularmente la presencia de especies de Rickettsia, Ehrlichia, Anaplasma y
Borrelia en roedores y aves que actian como potenciales hospedadores de las garrapatas, para
determinar si estos vertebrados pueden actuar como amplificadores o reservorios de
microorganismos transmitidos por las garrapatas presentes en la RECS.

4) Caracterizar molecularmente los hallazgos y analizar filogenéticamente las secuencias
positivas a los géneros Rickettsia, Ehrlichia, Anaplasma 'y Borrelia para determinar las especies
encontradas y si las mismas estdn asociadas a cepas reportadas como patdgenas para los

animales domésticos y humanos.
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3. Materiales y Métodos
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3.1. Caracterizacion del area de estudio

El clima de CABA es templado pampeano, con una temperatura media de 17°C y una
precipitacion anual de 1146 mm. A lo largo del siglo XX, al igual que en otras grandes ciudades
del mundo a causa de la urbanizacion, las temperaturas de la ciudad han aumentado levemente
debido a la isla de calor. Las precipitaciones también se han acrecentado desde 1973 (Equipo
Interministerial de Cambio Climatico, 2009; Servicio Metereol6gico Nacional, 2019).

La RECS es un drea urbana protegida de 353 hectareas ubicada en CABA sobre terrenos
ganados al Rio de la Plata (34° 36° S; 58° 21° W) (Grupo de Trabajo de Recursos Acuadticos,
2014; Wais de Badgen, 2013) (Figura 1). El area donde se encuentra la RECS era rio, siendo
hasta fines del siglo XIX donde las embarcaciones fondeaban y los pasajeros eran bajados en
botes a remo y luego en carretas por la ribera barrosa para arribar al espigén. Hacia comienzos
del siglo XX se transformo en el balneario de la ciudad (aun hoy existen las explanadas para el
ingreso al rio —actualmente laguna de los Coipos-) y miles de portefios acudian a refrescarse
(Figura 2). De este auge provino una larga decadencia desde fines de los 50s, hasta llegar a la
prohibicion de bafarse por la contaminacién del rio y el abandono total (Grupo de Trabajo de
Recursos Acudticos, 2014; Wais de Badgen, 2013).

A principios de los 70s se impulsaron diversos proyectos para “ganar” tierras al rio, frente a lo
que fuera el antiguo balneario. A partir de 1978, con el objetivo de crear un drea para mudar los
edificios de la administracion ptiblica de Buenos Aires se comenz6 a rellenar ese sector con
escombros provenientes de las demoliciones de viviendas realizadas para abrir el trazado de las
autopistas urbanas durante la ultima dictadura. Se construyeron terraplenes perimetrales
(actualmente los caminos de la RECS) para poder ir drenando las 4reas. Ese proyecto fue
desestimado, aunque la descarga de escombros y tareas de relleno continuaron hasta 1984, pero
a partir de ese afio el drea qued6 completamente abandonada. Desde ese momento comenzaron
a desarrollarse diversas comunidades vegetales que fueron favoreciendo el establecimiento de
animales, siendo un drea muy visitada por diversos organismos educativos y organizaciones no
gubernamentales para el estudio de la naturaleza, quienes presionaron al gobierno para su
proteccién (Grupo de Trabajo de Recursos Acudticos, 2014; Wais de Badgen, 2013).
Finalmente el 5 de julio de 1986, el Consejo Deliberante de la Ciudad de Buenos Aires sanciond
la Ordenanza Municipal N° 41.247 que declar6 al area “Parque Natural y Zona de Reserva
Ecologica” e instrumentando la conservacion. En 1989 con la ordenanza N°® 43.609 se defini6
como “Area de Reserva Ecoldgica”. La Constitucion de la Ciudad de Buenos Aires en su

Capitulo IV — articulo 27 menciona expresamente las zonas de reserva ecoldgica, y la
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preservacion de su diversidad bioldgica. La RECS fue castigada con mas de trescientos
incendios, especialmente en la década del 90, la mayoria intencionales dado el valor
inmobiliario de esas tierras. En 2005, la RECS fue designada “Sitio Ramsar” (el Convenio de
Ramsar es un acuerdo internacional para la proteccién de humedales) y en 2008, Area de
Importancia para la Conservacion de Aves por Bird Life Internacional (Grupo de Trabajo de
Recursos Acudticos, 2014; Wais de Badgen, 2013).

La RECS fue incorporada al Sistema Federal de Areas Protegidas. Segin las categorias
establecidas a nivel internacional por la Unién Internacional para la Conservacién de la
Naturaleza se encuadra como un “Area de Manejo de Habitat y Especies Concretas” (Categoria
IV) requiriendo intervencion activa para cumplir su objetivo de conservacion del ecosistema,
dado que no constituyen ecosistemas autosustentables, sino fragmentos de ellos, siendo
espacios altamente vulnerables y facilmente afectados por la presién humana (Grupo de Trabajo
de Recursos Acuaticos, 2014; Wais de Badgen, 2013).

La RECS se caracteriza por una gran cantidad de ambientes de origen artificial, como bafiados,
lagunas, pastizales, matorrales y bosques, ademés de las playas del Rio de la Plata. La flora
presenta algunas especies que tienen una severa reduccién de habitat, como Cortaderia
selloana (cortadera), bosques de Tessaria integrifolia (aliso de rio), junto con Baccharis
salicifolia (chilca), diversas especies de Solanum 'y Polygonum,y gramineas. También se
encuentran numerosas especies que conforman las selvas en galeria de las riberas de los rios
Parand, Uruguay y afluentes. En las lagunas y orillas inundables se presenta Schenoplectus
californicus (junco) y otras especies como Ocotea acutifolia (laurel blanco), Citharexylum
montevidense (tarumad), Erithryna crista-galli (ceibo), Salix humboldtiana (sauce criollo)
y Sapium haematospermun (curupi o lecherén) (Grupo de Trabajo de Recursos Acuiticos,
2014; Wais de Badgen, 2013) (Figura 1).

En diferentes épocas del afio se han avistado aproximadamente mds de 250 especies de aves, 9
de anfibios, 23 de reptiles y 10 de mamiferos. Las aves presentan la mayor diversidad de
especies, destacdndose el orden Passeriformes (p.e., Hymenops perspicillatus -pico de plata-,
Pitangus sulphuratus -benteveo comun-, Tyrannus melancholicus -suiriri real-, Furnarius rufus
—hornero-, Lepidocolaptes angustirostris -chinchero chico-, Mimus saturninus —calandria-,
Sturnus vulgaris -estornino pinto-, Turdus rufiventris -zorzal colorado-, Poospiza nigrorufa —
sietevestidos-). Entre los mamiferos principalmente se destacan roedores de las familias
Muridae (Mus musculus, raton doméstico comun), Cricetidae (Oligoryzomys flavescens —
colilargo amarillo-, Deltamys kempi —raton de hierba-) y Caviidae (Cavia aperea, cuis grande),

y comadrejas Lutreolina crassicaudata (comadreja colorada) y Didelphis albiventris
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(comadreja overa). Ademads, un papel muy importante es jugado por los caninos domésticos
(Canis lupus familiaris) vagabundos, que circulan por toda la reserva y con barrios aledafios

(Grupo de Trabajo de Recursos Acudticos, 2014; Wais de Badgen, 2013).

Figura 1. Fotografia aérea de la Reserva Ecoldgica Costanera Sur y los barrios aledaiios Puerto

Madero y Rodrigo Bueno. Autor: Observatorio Nacional de Biodiversidad.

Por dltimo, es necesario resaltar que vecino a la RECS se encuentra el asentamiento Rodrigo
Bueno. Este asentamiento se conform¢ a principios de la década del 80 con un pequefio grupo
de personas pero a partir de la crisis de 2001-2002 el crecimiento de la poblacién fue en ascenso,
y actualmente se estima una cantidad aproximada de 700 familias. Las viviendas estdn
construidas la mayoria con material, techo de madera y chapa, incluso con construcciones en
altura. En cuanto a los servicios, poseen informalmente luz y agua pero carecen de desagiies
cloacales. En el barrio, si bien no hay una estimacion precisa, se encuentran numerosos perros
sueltos que circulan libremente entre el mismo y la RECS (Rodriguez, 2009). Desde 2016 ha
comenzado un proyecto de urbanizacién con construccién de nuevas viviendas (incluso sobre

parte del predio ex-Covimet) (Figura 2) (Instituto de la Vivienda, 2016).
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Figura 2. Mapa de ambientes de la Reserva Ecoldgica Costanera Sur. Referencias: 1. Punto de
encuentro; 2. Bosque de alisos; 3. Bosque de sauces; 4. Ceibal y juncal; 5. Pastizal; 6. Bafiado;
7. Fuente de las Nereidas; 8. Espigén Plus Ultra; 9. Predio ex-Covimet. Fuente: Ministerio de

Ambiente y Espacio Publico del Gobierno de la Ciudad Auténoma de Buenos Aires

3.2. Objetivo 1) Garrapatas

Determinar la riqueza especifica y distribucion estacional de las garrapatas presentes en
la RECS

3.2.1. Muestreo de garrapatas

Las garrapatas tienen ciclos bioldgicos que se caracterizan, para muchas de las especies, por
una distribucidn estacional secuencial de cada uno de los estadios. De esta manera, para colectar
y determinar la presencia de cada uno de los estadios de una especie dada, es necesario realizar

muestreos con frecuencia mensual que abarquen las distintas estaciones del afo. La ecologia de
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las garrapatas es fundamental para conocer la variacion espacial y temporal en el riesgo de
infeccion por patégenos transmitidos por garrapatas. Debido a la biologia de las garrapatas
como pardsitos que se alimentan de sangre, su entorno fisico incluye al hospedador también.
Ademads, las garrapatas son s6lo pardsitos intermitentes, pasando la mayor parte de su ciclo de
vida libre dentro de su hédbitat a merced de factores abidticos del ambiente. Las garrapatas toman
una gran ingesta de sangre por cada etapa de la vida (larvas, ninfas y adultos), y a continuacién
se desarrollan a la siguiente etapa, lo que lleva semanas, meses o incluso afios, dependiendo de

numerosos factores ambientales (Randolph, 2004).

Vegetacion

Entre abril de 2013 y marzo de 2014 se colectaron mensualmente garrapatas de la vegetacion
de tres sitios de muestreo que fueron seleccionados de acuerdo a la accesibilidad y la
factibilidad del método de muestreo, asi como al posible transito y riesgo para las personas. El
sitio 1 tenia caracteristicas de cortaderal (34° 35' 59" S, 58° 21' 38" O), el sitio 2 era un bosque
en una orilla del canal Viamonte (34° 35' 48" S, 58°21'39" O) y el sitio 3 fue un bosque en el
cruce de dos caminos (34° 35' 54" S, 58° 21' 38" O). Los sitios 1 y 3 se encontraban linderos a
lugares de acceso al publico visitante, mientras que el sitio 2 se ubicaba mads retirado, pero
transitado por personal de la RECS (Figuras 2-4). La seleccion de estos sitios no hizo exhaustiva
los distintos ecotopos presentes en la reserva.

El muestreo fue realizado mediante dos métodos, dado que algunas especies y/o estadios de
garrapatas son mads factibles de colectar segin la metodologia utilizada. En el sitio 1 se utilizé
trampas de didxido de carbono, las cuales consistieron en recipientes que producen didxido de
carbono, a través de la combinacién de écido citrico, bicarbonato de sodio y agua, con un pafio
de 0,5 x 0,5 metros debajo. Las trampas se dejaron funcionar durante 3 horas y posteriormente
se colectaron los especimenes del pafio. Se construyeron 5 trampas que fueron ubicadas cada 5
metros. En los sitios 2 y 3 se utilizé el método bandera, el cual consisti6 en arrastrar un pafio
de 1 x 1,5 metros durante un periodo de tiempo de 30 minutos por cada sitio de muestreo, cada
10 metros la bandera fue revisada completamente y se colectaron los ejemplares atrapados

(Figura 4).
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Figura 3. Mapa de sitios del muestreo anual 2013-2014 de garrapatas de vegetacion (lineas

rojas). Fuente: elaboracion propia con mapa obtenido de Google Earth.

Complementariamente se realizaron dos muestreos con método bandera en septiembre y

octubre de 2018 recorriendo principalmente los caminos de acceso publico de 1a RECS (Figuras
5y6).
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Figura 4. Fotografias del muestreo anual 2013-2014 de garrapatas de vegetaciéon por método

bandera y trampas de di6xido de carbono. Autor: Gabriel Cicuttin.

Figura 5. Fotografias del muestreo complementario 2018. Autor: Gabriel Cicuttin.

Aves
Entre julio de 2016 y mayo de 2017 se realizé captura de aves mediante redes de niebla durante

muestreos estacionales de dos dias en el area denominada ex-Covimet (Figuras 2, 6 y 7). La
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extraccion del ave de la red se realiz6 en primer lugar determinando el lado de la red por el que
el ave entrd, y posteriormente trabajando desde el lugar de entrada se retiré el ave paso a paso
en el sentido contrario al que entré. Una vez extraidas de la redes, las aves fueron introducidas
en bolsas de tela individuales y transportadas al lugar de procesamiento. La taxonomia de cada
ave fue determinada de acuerdo a Narosky e Yzurieta (2010) y clasificada segun Clements y
col. (2017). Las aves capturadas fueron revisadas alrededor de los ojos, cuello, pico y abertura
auricular para la colecta de garrapatas mediante pinza de diseccion delicada (Flores y col., 2014;

Nava y col., 2011). Una vez procesadas fueron liberadas.

r

RESERVA ECOLOGICA COSTANERA SUR

Figura 6. Mapa de sitios del muestreo complementario 2018 de garrapatas de vegetacion (lineas
rojas) y del muestreo de aves (circulo rojo). Fuente: elaboracién propia con mapa obtenido de

Google Earth.
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Figura 7. Fotografias del muestreo de aves. Autor: Gabriel Cicuttin.
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Roedores

Los micromamiferos fueron capturados por la Division Acciones Comunitarias para la Salud
del Instituto de Zoonosis Luis Pasteur (IZLP) entre octubre de 2011 y febrero de 2015 mediante
trampas tipo Sherman y tipo Tomahawk, aproximadamente 80 por noche, en muestreos de 4
dias de duracién, entre uno a dos muestreos por estacion del afio. En total se realizaron 28
muestreos de 4 noches de duracion (112 jornadas) en el drea de los muestreos de garrapatas de
vegetacion. Los especimenes fueron manipulados siguiendo las normas de bioseguridad (traje
de bioseguridad con presion positiva, doble guante de litex) y de bienestar animal y
eutanasiados con agente inhalatorio isofluorano. El reconocimiento de la muerte incluyo el cese
del latido cardiaco y la respiracion, ausencia de reflejos y disminucién de la temperatura
corporal. Los ejemplares fueron clasificados taxonémicamente siguiendo a Gomez Villafafie y
col. (2005). Los cadaveres fueron conservados en etanol al 70 %.

Los especimenes fueron revisados bajo lupa estereoscOpica buscando por todo el cuerpo del

animal la presencia de garrapatas (Nava y col., 2011).

Caninos domésticos
Entre abril de 2013 y julio de 2016, el personal de la RECS colect6 en forma manual garrapatas

sobre perros (C. lupus familiaris) con hébitos de vagabundeo en la RECS.

Otras muestras
Entre los afios de estudio también se obtuvieron muestras recolectadas de cabanas de trabajo y

de personal de la RECS.

Conservacion de los especimenes
Todas las garrapatas colectadas se conservaron en etanol al 70% hasta su identificacion

taxondmica.

3.2.2. Clasificacion taxonémica de las garrapatas
Las garrapatas colectadas fueron identificadas siguiendo las claves y descripciones
taxonOmicas especificas de Nuttall (1916) y Nava y col. (2017), y por comparacidén con material

de referencia depositado en la Coleccion de Garrapatas del INTA Rafaela.
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3.3. Objetivos 2, 3 y 4) Patégenos bacterianos

-Detectar molecularmente la presencia de especies de Rickettsia, Ehrlichia, Anaplasma y
Borrelia en las garrapatas, en roedores y en aves.

-Caracterizar molecularmente los hallazgos y analizar filogenéticamente las secuencias

positivas a los géneros Rickettsia, Ehrlichia, Anaplasma y Borrelia.

3.3.1. Muestras

Garrapatas. Se procesaron en forma individual (adultos y ninfas) o en grupos de 1 a 10
ejemplares (larvas) segun origen y fecha.

Aves. Se colectd sangre entera con anticoagulante EDTA de las aves capturadas (ver punto
3.2.1). La cantidad de sangre se extrajo segin el peso corporal del ave (hasta 1 % del peso
corporal) por puncién de vena yugular o alar con aguja de calibre 30 y jeringa de 1 ml.
Complementariamente también se analizaron muestras derivadas por el personal de la RECS
para diagnostico de zoonosis al IZLP: 6rganos (bazo y/o higado en pool) de aves halladas
muertas (obtenidas entre 2014 y 2017) y muestras sanguineas con EDTA (obtenidas entre 2012
y 2015). Las muestras se conservaron en microtubos de 1,5 ml libres de nucleasas a -70°C.
Roedores. De cada especimen se obtuvo un pool de los siguientes 6rganos: bazo, higado y
pulmoén. Las muestras se conservaron en microtubos de 1,5 ml libres de nucleasas a -70°C. Los
roedores fueron capturados por la Divisiéon Acciones Comunitarias para la Salud del Instituto

de Zoonosis Luis Pasteur (IZLP) entre octubre de 2011 y agosto de 2014 (ver punto 3.2.1).

3.3.2. Extraccién de ADN
Se extrajo el ADN mediante el ZR Genomic DNA kit (Zymo Research, Irvine, USA) y el High
Pure PCR Template Preparation Kit (Roche, Alemania) siguiendo las instrucciones de los

fabricantes. Como control negativo de extraccion se utilizé agua libre de nucleasas.

3.3.3. Reaccion en cadena de la polimerasa

Todas las reacciones se realizaron siguiendo las indicaciones de los autores referenciados. Se
utiliz6é 5 ul de ADN por reaccidn.

Género Rickettsia. La deteccion de Rickettsia spp. se realizo mediante una PCR simple para
amplificar un fragmento de tamafio variable del espacio intergénico ARNr 23S-5S. La
caracterizacion molecular de los hallazgos se realizé por PCR para fragmentos de distintos

genes: ompA, gltA y htrA (Tabla 1).
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Tabla 1. Cebadores utilizados para el género Rickettsia.

Blanco Nombre Secuencia (5°-3°) Referencia
Espacio intergénico RCK/23-5-F  GATAGGTCRGRTGTGGAAGCAC  Jadoy col.,
ARNr 23S-5S RCK/23-5-R  TCGGGAYGGGATCGTGTGTTTC 2006
Rr190.70p ATGGCGAATATTTCTCCAAAA Regnery y
ompA Rr190.602n  AGTGCAGCATTCGCTCCCCCT col., 1991
CS-239 GCTCTTCTCATCCTATGGCTATT
gltA AT
CS-1069 CAGGGTCTTCGTGCATTTCTT Pacheco y
17k-5 GCTTTACAAAATTCTAAAAACC col.,, 2011
htrA ATATA
17k-3 TGTCTATCAATTCACAACTTGCC

Fuente: Elaboracion propia.

Familia Anaplasmataceae - Géneros Ehrlichia y Anaplasma. Se utilizaron cebadores para

un fragmento codificante de ARNr 16S de la familia Anaplasmataceae (Tabla 2). Este par de

cebadores ha sido utilizado rutinariamente para detectar bacterias de esta familia, sin embargo,

diversos estudios han demostrado que también detectan a un grupo de alfa-proteobacterias

estrechamente relacionadas dentro del orden Rickettsiales (Parola y col., 2003; Venzal y col.,

2008).

La caracterizaciéon molecular del género Ehrlichia se realiz6 por PCR para fragmentos de

distintos genes: dsb (semianidada) y groESL (anidada), del género Anaplasma con cebadores

para los fragmentos: groESL (anidada) y gltA, y del género Neorickettsia con cebadores para

p51 (anidada) (Tablas 3,4 y 5).

Tabla 2. Cebadores utilizados para la Familia Anaplasmataceae.

Blanco Nombre Secuencia (57°-3") Referencia
EHR16SD GGTACCYACAGAAGAAGTCC
ARNr 16S Parola y col., 2000
EHR16SR TAGCACTCATCGTTTACAGC

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 3. Cebadores utilizados para el género Ehrlichia.

Blanco Nombre Secuencia (5°-3") Referencia
Aguiar y col.,
dsb-330 GATGATGTCTGAAGATATGAAACAAAT 00
7
Almeida y col.,
dsb dsb-380 ATTTTTAGRGATTTTCCAATACTTGG 2013
Aguiar y col.,
dsb-728 CTGCTCGTCTATTTTACTTCTTAAAGT 2007
HS1a AITGGGCTGGTAITGAAAT
HS6a CCICCIGGIACIAIACCTTC
groESL Liz y col., 2000
HS43 ATWGCWAARGAAGCATAGTC
HSVR CTCAACAGCAGCTCTAGTAGC

Fuente: Elaboracién propia.

Tabla 4. Cebadores utilizados para el género Anaplasma.

Blanco Nombre Secuencia (5°-3") Referencia
l EHR-CS136F TTYATGTCYACTGCTGCKTG Inokuma y col.,
gltA

EHR-CS778R  GCNCCMCCATGMGCTGG 2001
HS1a AITGGGCTGGTAITGAAAT
HS6a CCICCIGGIACIAIACCTTC

groESL Liz y col., 2000
HS43 ATWGCWAARGAAGCATAGTC
HSVR CTCAACAGCAGCTCTAGTAGC

Fuente: Elaboracién propia.

Tabla 5. Cebadores utilizados para el género Neorickettsia.

Blanco Nombre Secuencia (57°-3") Referencia
51K-O-F  GGATCGATAACTGCGATGCT
51K-O-R  ACCGGCCTGACCACTAAAG Barlough y col.,
! 51K-I-F TCCTATAATGGCACCACTAGCG 1998
51K-I-R CCATCCGCAGTAGAGTTTGAG

Fuente: Elaboracion propia.
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Género Borrelia. La deteccion de Borrelia spp. se realizé mediante una PCR anidada para un
fragmento codificante del gen fla (Tabla 6). Posteriormente las muestras positivas fueron

caracterizadas mediante una PCR anidada para un fragmento del ARNr 16S (Tabla 6).

Tabla 6. Cebadores utilizados para el género Borrelia.

Blanco Nombre Secuencia (5°-3") Referencia
Fla-LL ACATATTCAGATGCAGACAGAGGT
Fla-RL  GCAATCATAGCCATTGCAGATTGT Barbour y
fia Fla-LS AACAGCTGAAGAGCTTGGAATG col., 1996

Fla-RS CTTTGATCACTTTCATTCTAATAGC

16S1A CTAACGCTGGCAGTGCGTCTTAAGC

16S1B AGCGTCAGTCTTGACCCAGAAGTTC Richter y
16S2A AGTCAAACGGGATGTAGCAATAC col., 2002
16S2B GGTATTCTTTCTGATATCAACAG

ARNr 16S

Fuente: Elaboracion propia.

Controles de PCR. Como controles positivos se utilizaron Rickettsia conorii (para el género
Rickettsia), Anaplasma centrale (para la familia Anaplasmataceae) y B. burgdorferi s.s. (para

el género Borrelia), y como control negativo se us6 agua libre de nucleasas.

3.3.4. Electroforesis en gel de agarosa
Los productos obtenidos fueron visualizados en gel de agarosa al 1,5% en tampén TBE (Tris-
acido bérico-EDTA) en corrida electroforética a 100 V durante 45-60 minutos, con un marcador

de peso molecular de 100 a 1500 pares de bases (Roche, Alemania).

3.3.5. Secuenciaciéon
Los productos positivos a la PCR fueron purificados mediante columnas de extracciéon de ADN
desde agarosa mediante Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Madison,

EEUU) y posteriormente secuenciados en el Instituto de Biotecnologia del INTA Castelar.
3.3.6. Analisis filogenético

La identificacion especifica de los productos de PCR se realiz6 a través de comparacion de

secuencias y creacion de drboles filogenéticos. Las secuencias obtenidas se alinearon con
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BIOEDIT SEQUENCE ALIGNMENT EDITOR (Hall, 1999) aplicando el programa
CLUSTAL W (Thompson y col., 1994) y se compararon entre si y con aquellas depositadas en
el GenBank usando el programa MEGA versioén 5.0 (Tamura y col., 2011). La eleccién del
mejor modelo de sustitucién nucleotidica se realizé con ModelTest utilizando el criterio de
informacion de Akaike (Posada y Crandall, 1998). Se analizaron las relaciones evolutivas
empleando el método de maxima verosimilitud (maximun likelihood) con el programa MEGA
5.0 (Tamura y col., 2011). Las diferencias en la composiciéon de nucleétidos se analizaron
excluyendo las posiciones con gaps entre los pares de secuencias y la fiabilidad de las filogenias

se evalu6 mediante el procedimiento de bootstrap con 1000 repeticiones.

3.4. Analisis estadistico

Los datos obtenidos fueron codificados e ingresados a una base de datos usando el software
Microsoft Excel. La estadistica descriptiva se calcul6 para todas las variables. Para los grupos
de larvas se calcul6 el nivel minimo de infeccién como el nimero de grupos positivos sobre el
total de larvas. Las variables categdricas se resumieron en términos de frecuencias y
porcentajes; para las comparaciones se utilizo chi-cuadrado de Pearson o prueba exacta de
Fisher de dos colas, y se calculé también la razén de momios (odds ratio) con un intervalo de
confianza del 95%. La significacion estadistica se basé en un valor de p <0,05. Se utiliz6 el
software Epilnfo 7.1.2.0 (Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, EEUU). En el
caso particular de la infestacion de garrapatas en aves y micromamiferos, se calcul6 también la

prevalencia, intensidad media y abundancia media como estdn descriptas en Bush y col. (1997).

3.5. Consideraciones éticas

El presente estudio se realizé conforme a los “Principios rectores internacionales aplicables a
las investigaciones biomédicas con animales” del Consejo de Organizaciones Internacionales
de las Ciencias Médicas aprobado por el Comité Consultivo de Investigaciones Médicas de la
Organizacién Mundial de la Salud (1985), las “Normas Internacionales para la investigacion
biomédica con animales” de la Organizaciéon Panamericana de la Salud (1990) y el Titulo 7:
"Bienestar de los animales" del Cdédigo Sanitario para los Animales Terrestres de la

Organizacién Mundial de Sanidad Animal (2011).
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Se obtuvieron los permisos de muestreo en la RECS (n° 30/09/2010, 01/2014, 20/2016, 32/2016
y 17/2018), la aprobacion del Comité de Docencia e Investigacion del IZLP y la aprobacion del
Comité Asesor de Etica y Seguridad (Facultad de Ciencias Veterinarias, Universidad Nacional

del Litoral).
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4. Resultados
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4.1. Objetivo 1) Garrapatas

Determinar la riqueza especifica y distribucion estacional de las garrapatas presentes en

la RECS.

4.1.1. Vegetacion

Muestreo anual 2013-2014

En total se colectaron 1090 garrapatas de la vegetacion, 1076 mediante el método bandera (719
del sitio 2 y 357 del sitio 3) y 14 mediante las trampas de COz (sitio 1).

La identificacién taxondmica determiné que 454 garrapatas pertenecian a la especie A.
aureolatum, 635 eran I. auritulus s.1. y s6lo 1 ejemplar de la especie A. triste. Se encontrd
asociacion estadistica por chi-cuadrado de Pearson (p=0,000), entre sitio de muestreo y especie
de garrapata, resultando que en el sitio 2 se tuvo 3,75 veces més posibilidades de encontrar la
especie A. aureolatum (1C95%=2,801-5,019) con respecto al sitio 3.

De A. aureolatum se colectaron 441 ejemplares mediante método bandera y 13 mediante
trampas de CO». Los estadios detectados fueron 401 larvas y 53 ninfas. La presencia de larvas
se detect6 entre febrero y agosto, con una mayor abundancia (96,0 %) entre los meses de febrero
a mayo, con el pico ocurriendo en febrero (58,8 %). La presencia de ninfas se extendi6 entre
abril y diciembre, con mayor abundancia de julio a septiembre (77,3 %) y un pico leve en agosto
(30,2 %) (Figura 8).

Respecto a la especie 1. auritulus s.1. se colectaron 609 larvas, 24 ninfas y 2 hembras (todas
mediante el método bandera). La presencia de larvas se detecté de enero a noviembre (aunque
no se encontraron en febrero), con una mayor abundancia (98,3 %) entre abril y septiembre y
dos picos en los meses de mayo (27,4 %) y agosto-septiembre (20,8-22,2 %). Las ninfas
estuvieron presentes todo el afio a excepcién de marzo, con una mayor abundancia en abril
(41,7 %). Los adultos se encontraron en abril y agosto (Figura 9).

Por ultimo, el ejemplar de A. triste fue una hembra capturada en el mes de octubre mediante

una trampa de CO; en el sitio 1.
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Figura 8. Distribucién estacional de larvas y ninfas de Amblyomma aureolatum colectadas de
vegetacion entre abril 2013 y marzo 2014 en la Reserva Ecoldgica Costanera Sur. Fuente:

Elaboracién propia.

Muestreo complementario 2018
En septiembre se colectaron 30 ejemplares de la especie A. triste (20 hembras y 10 machos) y
en octubre se obtuvieron 48 ejemplares identificados como A. triste (23 hembras y 11 machos),

A. aureolatum (1 ninfa y 1 macho) e I. auritulus s.1. (11 larvas y 1 ninfa).
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Figura 9. Distribucion estacional de larvas, ninfas y adultos de Ixodes auritulus sensu lato
colectadas de vegetacion entre abril 2013 y marzo 2014 en la Reserva Ecolégica Costanera Sur.

Fuente: Elaboracion propia.

4.1.2. Aves
Se capturaron 340 aves pertenecientes a 43 especies, 41 géneros, 18 familias y 6 6rdenes (90,3%

correspondieron al orden Passeriformes) (Tabla 7).

Tabla 7. Aves muestreadas en la Reserva Ecoldgica Costanera Sur.

Orden, familia, especie Total Otoio Invierno Primavera Verano
Columbiformes 16 1 2 3 10
Columbidae 16 1 2 3 10
Leptotila verreauxi 4 - 2 - 2
Zenaida auriculata 12 1 - 3 8
Coraciiformes 6 1 1 - 4
Picidae 6 1 1 - 4
Colaptes melanochloros 1 - - - 1
Picoides mixtus 5 1 1 - 3
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Cuculiformes 1 1 - - -
Cuculidae 1 1 - - -
Coccyzus melacoryphus 1 1 - - -
Passeriformes 307 71 66 80 90
Emberizidae 78 17 19 19 23
Cyanocompsa brissonii 3 - - 2 1
Cyanoloxia glaucocaerulea 1 - - 1 -
Poospiza melanoleuca 5 - 2 - 3
Poospiza nigrorufa 20 5 4 6 5
Saltator aurantiirostris 11 3 5 - 3
Sicalis flaveola 4 - 1 2 1
Sporophila caerulescens 3 1 - - 2
Zonotrichia capensis 31 8 7 8 8
Fringillidae 10 2 - 3 5
Carduelis magellanica 10 2 - 3 5
Furnariidae 28 9 6 2 11
Furnarius rufus 14 4 1 5
Phacellodomus striaticollis 3 2 - - 1
Synallaxis frontalis 11 3 2 1 5
Hirundinidae 2 - - - 2
Progne tapera - - 2
Icteridae 12 3 3 5 1
Agelaioides badius 6 1 2 -
Cacicus solitarius 2 1 - - 1
Icterus cayanensis 1 1 - - -
Molothrus bonariensis 3 - - 3 -
Mimidae 3 - - 2 1
Mimus saturninus 3 - - 2 1
Parulidae 30 9 7 11 3
Basileuterus culicivorus 16 9 5 - 2
Geothlypis aequinoctialis 12 - - 11 1
Parula pitiayumi 2 - 2 - -
Polioptilidae 10 2 2 1 5
Polioptila dumicola 10 2 2 1 5
Thraupidae 6 2 3 1 -
Stephanophorus diadematus 1 - 1 - -
Tachyphonus rufus 2 - 2 - -
Thraupis bonariensis 3 2 - 1 -
Troglodytidae 23 6 5 7 5
Troglodytes aedon 23 6 5 7



Turdidae 62 15 20 18 9

Turdus amaurochalinus 27 5 4 12
Turdus rufiventris 35 10 16 6 3
Tyrannidae 39 6 1 10 22
Elaenia parvirostris 13 1 - 2 10
Myiodynastes maculatus 2 - - - 2
Myiophobus fasciatus 10 1 - 5 4
Pachyramphus polychopterus 3 - - - 3
Pitangus sulphuratus 5 2 1 1 1
Serpophaga subcristata 4 2 - 2
Tirannus melancholicus 2 - - - 2
Vireonidae 4 - - 1 3
Vireo olivaceus 4 - - 1 3
Strigiformes 1 - - - 1
Strigidae 1 - - - 1
Glaucidium brasilianum 1 - - - 1
Trochiliformes 9 - - 6 3
Trochilidae 9 - - 6 3
Chlorostilbon aureoventris 9 - - 6 3
Total 340 74 69 89 108
Proporcion por estacion (%) 21.7 20.3 26.2 31.8

Fuente: Elaboracion propia.

El 13,8% (47/340) de las aves estaban infestadas con garrapatas. Las aves infestadas
pertenecian a 10 especies (23,2%) del orden Passeriformes (Emberizidae, Furnariidae,
Parulidae, Thraupidae, Troglodytidae, Turdidae) (Tablas 8 y 9; Figuras 10y 11). La proporcién
de infestacion por estacion del afio fue: 10,8% (8/74) en otofio, 29,0% (20/69) en invierno,

13,5% (12/89) en primavera y 6,5% (7/108) en verano (Figura 12).
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Tabla 8. Aves infestadas con Ixodes auritulus sensu lato.

Aves infestadas con Ixodes auritulus sensu lato / Aves capturadas

n (%)
Orden, familia, especie Otono Invierno Primavera Verano Total
8/71 17/ 66 10/80 7190 42 /307

Passeriformes 307 (1.3) (25,7) (12,5) (7,8) 13,7)
Emberizidae 78 1/17(59) 7/19(36,8) 0/19 0/23 8/78 (10,2)
Poospiza nigrorufa 20 0/5 2 /4 (50,0) 0/6 0/5 2/20(0,1)
Saltator aurantiirostris 11 0/3 2/5(40,0) - 0/3 2/11(18,2)
Zonotrichia capensis 31 1/8(12,5) 3/7(42,8) 0/8 0/8 4/31(12,9)
Furnariidae 28 2/9(22,2) 0/6 0/2 1/119,1) 3/28(10,7)
Furnarius rufus 14 0/4 0/4 0/1 1/5(20,0) 1/14(7,1)
Phacellodomus striaticollis 3 2/2(100) - - 0/1 2/3(66,7)
Parulidae 30 0/9 0/7 2/11(18,2) 0/3 2/30(6,7)
Geothlypis aequinoctialis 12 - - 2/11(18,2) 0/1 2/12(16,7)
Thraupidae 6 0/2 1/3@33,3) 0/1 - 1/6 (16,7)
Stephanophorus diadematus 1 - 1/1(100) - - 1/1(100)
Troglodytidae 23 1/616,7) 3/5(60,0) 0/7 0/5 4/23(174)
Troglodytes aedon 23 1/6(16,7) 3/5(60,0) 0/7 0/5 4/23(174)
Turdidae 62 4/15(26,7) 6/20(30,0) 8/18(444) 6/9(66,7) 24/62(38,7)
Turdus amaurochalinus 27 1/5(20,0) 1/4(25) 3/12(25) 4/6(66,7) 9/27(33,3)
Turdus rufiventris 35 3/10(30,0) 5/16(31,2) 5/6(833) 2/3(66,7) 15/35(42,9)

8/74 17/69 10/89 7/108 42 /340
Total 340 (10,8) (24,6) 112) 6,5) (12,3)

Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 9. Aves infestadas con Amblyomma aureolatum.

n Aves infestadas con Amblyomma aureolatum / Aves capturadas (%)

Orden, familia, especie Otono Invierno Primavera Verano Total
Passeriformes 307 0/71 6/66(9,1) 3/80(3,7) 0/90 9/307 (2,9)
Turdidae 62 0/15 6/20 (30,0) 3/18 (16,7) 0/9 9/62 (14,5)
Turdus amaurochalinus 27 0/5 2/4(50,0) 2/12(16,7) 0/6 4/27 (14,8)
Turdus rufiventris 35 0/10 4/16 (25,0) 1/6(16,7) 0/3 5/35(14,3)
Total 340 0/74 6/69 (8,7) 3/89 (3,4 0/108 9/340 (2,6)

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 10. Fotografia de hembra de Ixodes auritulus sensu lato en Troglodytes aedon. Autor:

Gabriel Cicuttin.

El total de garrapatas colectadas de las aves fue de 120 especimenes (57 larvas, 55 ninfas y 8
hembras). Las garrapatas fueron identificadas como 1. auritulus s.1. (56 larvas, 44 ninfas y 8
hembras) y A. aureolatum (1 larva y 11 ninfas) (Tablas 8, 9 y 10).

De las 6 familias de paseriformes infestadas, la familia Turdidae (2 especies) acumul6 el 71,7%
(86/120) de las garrapatas colectadas. Tres ejemplares de 7. rufiventris (2 en invierno y 1 en
primavera) y un individuo de Turdus amaurochalinus (capturado en invierno) tuvieron

coinfestacion con ambas especies.
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Figura 11. Fotografia de hembra de Ixodes auritulus sensu lato en Turdus rufiventris. Autor:

Gabriel Cicuttin.
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Figura 12. Infestacion de aves segin época del afio. Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 10. Garrapatas colectadas sobre aves.

Aves (familia, especie) I/C Especie de Otoiio Invierno Primavera Verano Aio Intensidad Abundancia
garrapata L N H L N H L N H L N H L N H Total media media
Emberizidae
Zonotrichia capensis 4/31 Ixodes auritulus s.1. 0 1 O 5 0 O 0 0 O 0 O 0 5 1 O 6 1,50 0,19
Poospiza nigrorufa 2/20 L auritulus s.1. 0O 0 O 1 1 0 0O 0 O 0 O 0 1 1 0 2 1,00 0,10
Saltator aurantiirostris 2/11 L. auritulus s.1.2 0 0 O 2 2 0 0 0 0 0 O 0 2 2 0 4 2,00 0,36
Furnariidae
Phacellodomus 2/3 L. auritulus s.1.2 0 2 0 0 0 O 0 0 O 0 O 0 0 2 0 2 1,00 0,67
striaticollis
Furnarius rufus 1/14 L. auritulus s.1.2 0 0 O 0 0 O 0 0 O 0 O 1 0 0 1 1 1,00 0,07
Parulidae
Geothlypis aequinoctialis 2/12 L auritulus s.1.* 0O 0 O 0O 0 O 3 0 O 0 0 0 3 0 O 3 1,50 0,25
Thraupidae
Stephanophorus 11 1. auritulus s.1. 0 0 O 4 0 O 0 0O O 0 O 0 4 0 O 4 4,00 4,00
diadematus
Troglodytidae
Troglodytes aedon 4/23 L auritulus s.1. 0O 1 O 9 1 1 0O 0 O 0 O 0 9 2 1 12 3,00 0,52
Turdidae
5/35  Amblyomma 0 0 O 0 7 0 0 1 0 0 O 0 0O 8 0 8 1,60 0,23
Turdus rufiventris® aureolatum
15/35 L auritulus s.1. 5 4 0 9 6 0 8 18 1 0 2 22 28 3 53 3,53 1,51
Turdus amaurochalinus® 4/27 A aureolatum 0O 0 O 1 1 0 0O 2 0 0 O 0 1 3 0 4 1,00 0,15
9/27 I auritulus s.1. 0 1 O 0 0 1 9 4 0 1 3 2 10 8 3 21 2,33 0,78
Total 47/340 5 9 0 31 18 2 20 25 1 1 3 5 57 55 8 120 2,55 0,35
Por estacion (%) 14 (11,7) 51 (42,5) 46 (38,3) 9(7,5)

I/C, infestadas/capturadas; L, larvas; N, ninfas; H, hembras; *Nueva asociacién hospedador-garrapata; "Tres ejemplares tenfan co-infestacion; “Un ejemplar tenia co-infestacion.
Fuente: Elaboracion propia.
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4.1.3. Roedores

Se examinaron 200 roedores de las especies Oligoryzomys flavescens (118), Mus musculus (65),
Deltamys kempi (12) y Scapteromys aquaticus (5).

El 36,0 % de los roedores revisados estaba infestado con ectoparasitos.

Los ectopardsitos hallados fueron pulgas, piojos y dcaros. No se encontré ninguna garrapata.

4.1.4. Caninos domésticos

En los perros se colectaron 104 especimenes adultos, con alta predominancia de A. aureolatum
(97 hembras y 4 machos), seguido por Rh. sanguineus s.s. (1 macho y 1 hembra) y A. triste (1
hembra). Los adultos de A. aureolatum se encontraron en los meses de mayo a febrero, con
mayor abundancia de diciembre a febrero (71,2 %). Especimenes de Rh. sanguineus s.s. se
colectaron en febrero y el de A. triste en octubre. Dado que el muestreo no fue sistemdtico, no

se puede hacer inferencia de estacionalidad en este caso.

4.1.5. Otros
En enero de 2014 se colect6 una hembra de A. aureolatum en una cabafia de trabajo y en abril

de 2017 se colecté una hembra de A. triste del personal de la RECS.

4.2. Objetivos 2, 3 y 4) Patégenos bacterianos

-Detectar molecularmente la presencia de especies de Rickettsia, Ehrlichia, Anaplasma y
Borrelia en las garrapatas, en roedores y en aves.

-Caracterizar molecularmente los hallazgos y analizar filogenéticamente las secuencias

positivas a los géneros Rickettsia, Ehrlichia, Anaplasma y Borrelia.

4.2.1. Muestras estudiadas

Garrapatas

En total, se analizaron 1282 garrapatas (1091 colectadas de vegetacioén, 100 de aves, 89 de
perros, 1 de cabafia y 1 de humano).

En la tabla 11 se muestra el detalle de las garrapatas analizadas y los resultados de

microorganismos hallados mediante las distintas PCR.
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Tabla 11. Diagnéstico molecular de patdgenos en garrapatas.

PCR (%)
Especie Estadio n Pooles
Género Rickettsia  Familia Anaplasmataceae Género Borrelia

Larvas 369 47 0 0 0

Ninfas 63 - 0 0 9 (14,3)
Amblyomma aureolatum Hembras 83 - 1(1,2) 3(3,6) 0

Machos 4 - 0 0 0

Total 519 198 1(0,2) 3(0,6) 9(1,7)

Hembras 46 - 0 0 0
Amblyomma triste Machos 21 - 0 0 0

Total 67 - 0 0 0

Larvas 628 92 0 0 5 (0,8%)

Ninfas 58 - 1(1,7) 1(1,7) 22 (37,8)
Ixodes auritulus sensu lato

Hembras 8 - 0 0 1(12,5)

Total 694 158 1(0,1) 1(0,1) 28 (4,0%)

Hembras 1 - 0 0 0
Rhipicephalus sanguineus

Machos 1 - 0 0 0
sensu stricto

Total 2 2 0 0 0
Total 1282 424 2(0,2) 4(0,3) 37 (2,9%)

*Nivel minimo de infeccion.

Fuente: Elaboracion propia.
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Muestras sanguineas y otros tejidos de aves

De las 340 aves capturadas (ver punto 4.1.2; Tabla 7), se obtuvieron 101 muestras sanguineas
(Tabla 12). Treinta aves (de 47) que presentaban infestacion por garrapatas fueron muestreadas
(15 T. rufiventris, 11 T. amaurochalinus, 2 S. aurantiirostris, 1 Stephanophorus diadematus y

1 Furnarius rufus).

Tabla 12. Muestras sanguineas obtenidas de aves

Orden, familia, especie n
Columbiformes
Columbidae
Zenaida auriculata 3

Leptotila verreauxi

Cuculiformes
Cuculidae
Coccyzus melacoryphus 1

Passeriformes
Emberizidae
Saltator aurantiirostris 10
Cyanocompsa brissonii 3
Furnariidae
Furnarius rufus 11
Hirundinidae
Progne tapera 1
Icteridae
Agelaioides badius 4
Molothrus bonariensis
Mimidae
Mimus saturninus 3
Thraupidae
Thraupis bonariensis 2
Tachyphonus rufus
Stephanophorus diadematus 1
Turdidae
Turdus rufiventris 30
Turdus amaurochalinus 23
Tyrannidae
Pitangus sulphuratus 3
Tirannus melancholicus
Myiodynastes maculatus

Total 101
Fuente: Elaboracion propia.
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Complementariamente también se analizaron 6rganos (bazo y/o higado) de 168 aves de diversas

especies halladas muertas dentro de la RECS entre 2014 y 2017 (Tabla 13).

Tabla 13. Aves muertas estudiadas

Orden, familia, especie n
Anseriformes
Anatidae
Anas flavirostris 1
Anas platyrhynchos 1
Anas versicolor 1
Anhimidae
Chauna torquata 1
Charadriiformes
Charadriidae
Vanellus chilensis 1
Laridae
Larus maculipennis 5

Larus dominicanus
Larus pipixcan
Rostratulidae
Nycticryphes semicollaris 1
Ciconiiformes
Ardeidae
Ixobrychus involucris

Ardea alba

Ardea cocoi

[NSTR NO R S TN

Syrigma sibilatrix
Threskiornithidae
Phimosus infuscatus 1
Columbiformes
Columbidae
Zenaida auriculata

Columba livia

Columba picazuro
Coraciiformes
Alcedinidae
Chloroceryle amazona 1
Cuculiformes
Cuculidae
Guira guira

Crotophaga major 2
Falconiformes
Accipitridae
Parabuteo unicinctus

Buteo magnirostris 5
Falconidae
Milvago chimango 13

Caracara plancus 12

Falco sparverius 5
Gruiformes
Aramidae
Aramus guarauna 7
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Rallidae
Aramides cajanea

Pardirallus maculatus
Porphyrio martinica

Passeriformes
Emberizidae

Coryphospingus cucullatus
Paroaria capitata
Paroaria coronata
Poospiza melanoleuca
Poospiza nigrorufa
Saltator aurantiirostris

Sicalis flaveola

— e e e e e e

Sporophila caeulescens
Hirundinidae
Progne chalybea

— N

Progne tapera
Icteridae
Cacicus solitarius 1

Molothrus bonariensis 1

Sturnella superciliaris 1
Sturnidae

Sturnus vulgaris 2
Turdidae

Turdus rufiventris 6
Tyrannidae

Pitangus sulphuratus 7

Machetornis rixosa
Pelecaniformes
Phalacrocoracidae
Phalacrocorax brasilianus 2
Piciformes
Picidae
Colaptes melanochloros 1
Psittaciformes
Psittacidae
Mpyiopsitta monachus

Cyanoliseus patagonus
Strigiformes
Strigidae
Athene cunicularia 9

Glaucidium brasilianum 6

Otus choliba
Tytonidae
Tyto alba 4

Total 168
Fuente: Elaboracion propia.

Y por ultimo, también se estudiaron 43 muestras sanguineas con EDTA recolectadas entre 2012

y 2015 (Tabla 14).
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Tabla 14. Muestras sanguineas de aves. Periodo 2012-2015.

Orden, familia, especie n

Charadriiformes
Laridae

Larus dominicanus 1
Columbiformes
Columbidae
Zenaida auriculata 4
Falconiformes
Accipitridae
Parabuteo unicinctus 5

Buteo magnirostris

Geranoaetus melanoleucus
Falconidae
Caracara plancus

Milvago chimango
Passeriformes
Emberizidae

Zoonotrichia capensis 4

Poospiza nigrorufa

Furnariidae

Furnarius rufus 1

Lepidocolaptes angustirostris 1
Sturnidae

Sturnus vulgaris 2
Turdidae

Turdus rufiventris

Turdus amaurochalinus

Tyrannidae
Elaenia parvirostris 1
Strigiformes
Strigidae
Asio clamator 1
Total 43

Fuente: Elaboracion propia.

Muestras de tejidos de roedores

Se analizaron 203 pooles de 6rganos (bazo, higado y pulmén) de roedores capturados entre

2011 y 2014 (Tabla 15).
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Tabla 15. Roedores analizados.

Familia, especie n
Muridae
Mus musculus 91
Rattus norvegicus 11
Cricetidae
Oligoryzomys flavescens 86
Deltamys kempi 11
Scapteromys aquaticus 4
Total 203

Fuente: Elaboracion propia.

4.2.2. Género Rickettsia

Una hembra de A. aureolatum (0,2%) colectada sobre un perro y 1 ninfa de 1. auritulus s.l.
(0,1%) colectada sobre un 7. amaurochalinus resultaron positivas a la PCR para un fragmento
del espaciador intergénico del ARNr 23S-5S del género Rickettsia (Tablas 16 y 17). La hembra
de A. aureolatum fue colectada en abril, mientras que la ninfa de L. auritulus s.1. fue colectada
en octubre.

Las garrapatas restantes resultaron negativas. Todas las muestras de aves (incluyendo la sangre
del T. amaurochalinus que tenia la garrapata positiva a Rickettsia) y las muestras de roedores
resultaron negativas.

La secuencia obtenida del fragmento 23S-5S ARNr de A. aureolatum (350 pb) tuvo un 99,1-
99,7% de identidad con distintas hallazgos de Rickettsia bellii en garrapatas, mientras que la
proveniente de 1. auritulus s.1. (204 pb) presentd un 86,8-86,9% con diversas especies de
rickettsias como Rickettsia amblyommatis, Rickettsia felis, R. massiliae y Candidatus Rickettsia

andeanae, entre otras.
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Tabla 16. PCR para el fragmento del espaciador intergénico del ARNr 23S-5S del género

Rickettsia. Garrapatas colectadas de perros.

Positivos Secuencias
Especies n .
(%) obtenidas (%)

Hembras 82 1(1,2) 1 (100)
Amblyomma aureolatum Machos 4 0 -

Total 86 1(1,2) 1 (100)

Hembras 1 0 -
Amblyomma triste

Total 1 0 -

Hembras 1 0 -
Rhipicephalus sanguineus

peep § Machos 1 0 -

sensu stricto

Total 2 0 -
Total 89 1(1,1) 1 (100)

Fuente: Elaboracion propia.

Tabla 17. PCR para el fragmento del espaciador intergénico del ARNr 23S-5S del género

Rickettsia. Garrapatas colectadas de aves.

Secuencias

Especies n Pooles Positivos (%) obtenidas (%)

Larvas 37 22 0 -

Ninfas 44 - 1(2,3) 1 (100)
Ixodes auritulus sensu lato

Hembras 7 - 0 -

Total 88 - 1(1,1) 1 (100)

Larvas 1 1 0 -
Amblyomma aureolatum  Ninfas 11 - 0 -

Total 12 - 0 -
Total 100 - 1 (1,0) 1 (100)

Fuente: Elaboracion propia.
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La muestra positiva de A. aureolatum a la PCR ARNr 23S-5S del género Rickettsia resultd
negativa a la PCR para un fragmento del gen gltA del género Rickettsia, mientras que la muestra
positiva de I. auritulus s.1. resultd positiva, fue secuenciada y tuvo un 98,8% con Rickettsia sp.
hallada en I. uriae de Noruega (KY678093), 98,2% de identidad con Candidatus Rickettsia
mendelii detectada en Ixodes ricinus en Repuiblica Checa (KJ882311 y KJ882309) y 98,1% con
Candidatus R. mendelii detectada en Ixodes brunneus en EEUU (MH458574). El anélisis
filogenético revela que la Rickettsia sp. detectada en 1. auritulus s.1. en esta tesis conforma un
subgrupo con las Rickettsia spp. anteriormente mencionadas (Figura 13).

Ambas muestras resultaron negativas a la PCR que amplifica un fragmento del gen htrA del

género Rickettsia. Por falta de material genético no se realizé la PCR para el gen ompA.

Figura 13 (pagina siguiente). Arbol filogenético generado por el método de maxima
verosimilitud (GTR+G) para un fragmento del gen gltA del género Rickettsia. L.os nimeros en
los nodos representan el soporte de remuestreo generado por 1000 replicaciones. Entre

paréntesis se muestran los numeros de acceso de GenBank.
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—Rickettsia rickettsii (MG206089)
—Rickettsia honei (AF018074)
I Rickettsia africae (KJ645939)
Rickettsia parkeri cepa Mata Atlantica (CP040325)
Rickettsia slovaca Alear01 (KX506730)
I Rickettsia parkeri La Paloma Uruguay (MG574939)
- Rickettsia sibirica RH05 (HM050296)
Rickettsia japonica YH_M (AP017602)
Rickettsia massiliae CABA (KT032119)
Rickettsia raoultii (KU310590)
Rickettsia amblyommatis. GAT-30 (VCP003334)
Rickettsia akari Hartford (CP000847)
Rickettsia felis A5 (KX446943)
Rickettsia monacensis WHISXZ-15 (KX987342)
Rickettsia sp.; Ixodes aragoi; Brasil (KX077193)
[ Rickettsia prowazekii Naples-1 (CP014865)
95 100 [ Rickettsia typhi Wilmington (AE017197)

75

80

56

23
21

68

Rickettsia helvetica (KU310588)

82 I_— Rickettsia sp.; Amblyomma tonelliae; Argentina (KP171629)
Rickettsia monteiroi Intervales (FJ269035)
84 ‘I_— Rickettsia canadensis McKiel (CP000409)
67 Candidatus Rickettsia tarasevichiae Ip10 (KT899085)
99| Rickettsia bellii (DQ146481)
Rickettsia bellii (AY375161)
— Rickettsia sp. MEAM1; Bemisia tabaci (CP016305)

100

| Rickettsia sp. G1113; Ixodes auritulus; Argentina

100 Rickettsia sp.; Ixodes uriae; Noruega (KY678093)

53 Candidatus Rickettsia mendelii; Ixodes ricinus; Republica Checa (KJ882309)

Candidatus Rickettsia mendelii; Ixodes ricinus; Republica Checa (KJ882311)
Candidatus Rickettsia mendelii; Ixodes brunneus; EEUU (MH458574)
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4.2.3. Familia Anasplamataceae

Una ninfa de 1. auritulus s.1. (0,1%) colectada de la vegetacién y 3 hembras de A. aureolatum

(0,6%) colectadas de caninos y resultaron positivas a la PCR para un fragmento del gen ARNr

16S de la familia Anaplasmataceae (Tabla 18 y 19). La ninfa de 1. auritulus s.1. positiva fue

colectada en diciembre, mientras que las tres hembras de A. aureolatum positivas fueron

colectadas entre octubre y febrero.

Las garrapatas restantes resultaron negativas.

Tabla 18. PCR para el fragmento ARNr 16S de la familia Anaplasmataceae. Garrapatas

colectadas de vegetacion.

Positivos Secuencias
Especies n Pooles )
(%) obtenidas (%)

Larvas 368 46 0 -
Amblyomma aureolatum Ninfas 52 - 0 -

Total 420 - 0 -

Larvas 591 69 0 -

Ninfas 14 - 1(7,1) 1 (100)
Ixodes auritulus sensu lato

Hembras 1 - 0 -

Total 606 - 1(0,2) 1 (100)

Machos 21 - 0 B
Amblyomma triste Hembras 44 - 0 }

Total 65 - 0 )
Total 1091 - 10,1 1 (100)

Fuente: Elaboracion propia.
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Tabla 19. PCR para el fragmento ARNr 16S de la Familia Anaplasmataceae. Garrapatas

colectadas de perros.

Positivos Secuencias
Especies n .
(%) obtenidas (%)

Hembras 82 3@3,7) 3 (100)
Amblyomma aureolatum Machos 4 0 -

Total 86 33,5 3 (100)

Hembras 1 0 -
Amblyomma triste

Total 1 0 -

Hembras 1 0 -
Rhipicephalus sanguineus

peep § Machos 1 0 -

sensu stricto

Total 2 0 -
Total 89 3(3.4) 3 (100)

Fuente: Elaboracion propia.

Las 4 muestras positivas pudieron ser secuenciadas. Las secuencias obtenidas tuvieron 83,2 a
100% de identidad entre si.

La secuencia obtenida de I. auritulus s.1. tuvo un 100% de identidad con Ehrlichia sp. detectada
en pingiiinos Spheniscus magellanicus de Chile (MK049840) e Ixodes turdus de Japén
(LC386011), 99,7% con Ehrlichia sp. hallada en Bothriocroton concolor de Australia
(MKO041545), Ixodes ornithorhynchi de Australia (MF069159) y Candidatus Ehrlichia
khabarensis hallada en el roedor Myodes rufocanus de Rusia (KR063138 y FJ966352).

Las tres secuencias obtenidas de A. aureolatum tuvieron un 100% de identidad entre si 'y 99,7-
99,4% con rickettsiales hallados en diversas especies de garrapatas (Rh. sanguineus de
Tailandia, KY910125; A. triste de Uruguay, EF687768; y Haemaphysalis wellingtoni de
Tailandia, AF497582 y AF497583) y 98,7% con Candidatus Midichloria mitochondrii (hallado
en Ixodes ricinus).

Un roedor O. flavescens (1,2%) capturado en septiembre (primavera) result6 positivo a la PCR
para un fragmento del ARNr 16S de la familia Anaplasmataceae (Tabla 20). La secuencia

obtenida tuvo un 99,7% de identidad con Neorickettsia risticii.
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Tabla 20. PCR para el fragmento ARNr 16S de la Familia Anaplasmataceae. Roedores.

Familia, especie n Positivos (%) obS tii:;fig:l?% )
Muridae
Mus musculus 91 0 -
Rattus norvegicus 11 0 -
Cricetidae
Oligoryzomys flavescens 86 1(1,2) 1 (100)
Deltamys kempi 11 0 -
Scapteromys aquaticus 4 0 -
Total 203 1 (0,5) 1 (100)

Fuente: Elaboracion propia.

La relacion filogenética de los hallazgos en I. auritulus s.l., A. aureolatim 'y O. flavescens se
muestra en la Figura 14.

Todas las muestras de aves resultaron negativas.

Figura 14 (pagina siguiente). Arbol filogenético generado por el método de maxima
verosimilitud (GTR+G+I) para el fragmento del ARNr 16S de la familia Anaplasmataceae. Los
numeros en los nodos representan el soporte de remuestreo generado por 1000 replicaciones.

Entre paréntesis se muestran los nimeros de acceso de GenBank.
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Ehrlichia canis 8740 (KY8881445)
Ehrlichia ovina (AF318946)
[ Ehrlichia canis b2-15 (KY594915)
o4 { Ehrlichia muris AS145 (CP006917)
0 = Ehrlichia chaffeensis Arkansas (NR_074500)
Ehrlichia ewingii Stillwater (NR_044747)
I3 _F Ehrlichia ruminantium Welgevonden (NR_074155)
E

41

PR}

17 hriichia sp. AG-2017 Y138; Amblyomma triguttatum; Australia (KY425496)

Candidatus Ehrlichia shimanensis; Haemaphysalis longicornis; Japon (AB074459)

Ehrlichia sp. 16B; Spheniscus magellanicus; Chile (MK049840)
Ehrlichia sp. 1t25; Ixodes turdus; Japon (LC386011)
100 || Enrlichia sp. G755; Ixodes auritulus; Argentina

Ehrlichia sp. 1248ACF3; Bothriocroton concolor; Australia (MK041545)
Ehrlichia sp.; Ixodes ornithorhynchi; Australia (MF069159)

Candidatus Ehrlichia khabarensis m3; Myodes rufocanus; Rusia (KR063138)
Candidatus Ehrlichia khabarensis 362; Myodes rufocanus; Rusia (FJ966352)
73 ‘| Uncultured bacterium cat-fd1-rp2; Rhiphicephalus sanguineus; Tailandia (KY910125)

Uncultured bacterium clone Hw124; Haemaphysalis wellingtoni; Tailandia (AF497583)

Rickettsiales G810; Amblyomma aureolatum; Argentina

9L Rickettsiales bacterium Atri-uru; Amblyomma triste; Uruguay (EF687768)

—— Candidatus Midichloria mitochondrii PoTiPL0120dt; Ixodes ricinus; Portugal (KX359181)
| Neorickettsia risticii M60; Tadarida brasiliensis; Argentina (KX986616)

100 Neorickettsia risticii R153; Oligoryzomys flavescens; Argentina
69 ' Neorickettsia risticii lllinois (CP001431)

0.05
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Caracterizacion molecular de los hallazgos del género Ehrlichia.
No se logré amplificar la muestra de . auritulus s.1. positiva a Ehrlichia mediante las PCR para

fragmentos de los genes dsb y groESL.

Caracterizacion molecular de los hallazgos del género Neorickettsia.

La muestra positiva de O. flavescens a la PCR ARNr 16S también result6 positiva a la PCR
anidada para un fragmento del gen p51 del género Neorickettsia y pudo ser secuenciada.

La secuencia obtenida tuvo un 95,9-96,1% de identidad con N. risticii halladas en murciélagos
Tadarida brasiliensis de CABA (KX986612, KX986614 y KX986613), 95,7% con N. risticii
hallada en un caballo de Oregon (EEUU, AF036676) y menos del 95% con otros hallazgos de
N. risticii en América del Norte. El arbol filogenético generado con la secuencia p51 mostrd
que N. risticii hallada conforma un linaje independiente junto con los otros hallazgos en CABA

(Figura 15).
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93 | Neorickettsia risticii; Tadarida brasiliensis; Argentina (KX986612)
B3I, risticii; T. brasiliensis; Argentina (KX986614)

3 N. risticii; T. brasiliensis; Argentina (KX986613)
N. risticii R153; Oligoryzomys flavescens; Argentina
N. risticii; caballo, Ohio (EEUU) (AY005442)
72

86 _r N. risticii; caballo; Pennsylvania (EEUU) (AF036673)
86 ' N. risticii lllinois; caballo; Maryland (EEUU) (AF193391)

N. risticii; caballo; California (EEUU) (AF036672)
499{N. risticii; larva de tricoptero; California (EEUU) (AF207663)
N. risticii; Juga sp.; California (EEUU) (AF036674)

Neorickettsia sennetsu Miyayama; humano; Japén (AY077588)

N. sennetsu Kawano; humano; Japén (AY376444)
100 ‘ N. sennetsu Nakazaki; humano; Japon (AY376443)
N. sennetsu 11908; humano; Malasia (AY077589)
Neorickettsia sp. SF; Stellantchasmus falcatus; EEUU (AY376442)

0.05

Figura 15. Arbol filogenético generado por el método de méxima verosimilitud (GTR+G+I) para el gen p51 del género Neorickettsia. Los niimeros
en los nodos representan el soporte de remuestreo generado por 1000 replicaciones. Entre paréntesis se muestran los nimeros de acceso de

GenBank.
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4.2.4. Género Borrelia

Nueve ninfas de A. aureolatum (2,1%) y 4 ninfas de I. auritulus s.1. (0,7%) colectadas de

vegetacion resultaron positivas a la PCR anidada para un fragmento del gen fla del género

Borrelia (Tabla 21). Las ninfas positivas de A. aureolatum fueron colectadas en invierno (2 en

julio y 3 en agosto) y en primavera (3 en septiembre y 1 en octubre), mientras que las ninfas

positivas de I. auritulus s.1. se hallaron en primavera (1 en septiembre y 1 en noviembre), verano

(1 en diciembre) y otofio (1 en mayo).

Tabla 21. PCR anidada para el fragmento fla del género Borrelia. Garrapatas colectadas de

vegetacion.
Positivos Secuencias
Especies n Pooles )
(%) obtenidas (%)
Larvas 368 46 0 -
Amblyomma aureolatum Ninfas 52 - 9(17,3) 9 (100)
Total 420 - 9(12,1) 9 (100)
Larvas 591 69 0 -
Ninfas 14 - 4 (28,6) 4 (100)
Ixodes auritulus sensu lato
Hembras 1 - 0 -
Total 606 - 4(0,7) 4 (100)
Machos 21 - 0 )
Amblyomma triste Hembras 44 - 0 }
Total 65 - 0 }
Total 1091 - 13 (1,2) 13 (100)

Fuente: Elaboracion propia.

Respecto a las garrapatas colectadas de aves, cinco ninfas de A. aureolatum (45,4%) y 5 pooles

de larvas (nivel minimo de infeccién: 13,5%), 18 ninfas (40,9%) y 1 hembra (14,3%) de 1.

auritulus s.1. fueron positivas (Tabla 22).

Las garrapatas positivas fueron colectadas de sélo 16 aves (de un total de 47 aves infestadas,

34,0%): 10 de la especie T. rufiventris (de un total de 17 infestadas, 58,8%), 5 T.
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amaurochalinus (de un total de 12 infestadas, 41,7%) y 1 Saltator aurantiirostris (de un total

de 2 infestadas, 50,0%) (Tabla 23).

Tabla 22. PCR anidada para el fragmento fla del género Borrelia. Garrapatas colectadas de

aves.
Secuencias
Especies n Pooles Positivos (%) obtenidas (%)
Larvas 37 - 5 pooles? 5 (100)
(13,5%
Ixodes auritulus sensu lato Ninfas 44 - 18 (40,9) 13 (100)
Hembras 7 - 1(14,3) 1 (100)
Total 88 - 24 (27,3%) 24 (100)
Larvas 1 1 0 (0) -
Amblyomma aureolatum  Ninfas 11 - 5(45,4) 4 (80)
Total 12 - 541,7) 5 (100)
Total 100 - 29 (29,0 28 (96,5)

“Correspondientes a 7 larvas; °Nivel minimo de infeccién

Fuente: Elaboracion propia.

Del total de 42 muestras positivas a la PCR anidada del fragmento fla, 41 amplicones pudieron
ser secuenciados. Las secuencias obtenidas tuvieron 80,0 a 100% de identidad entre si.

El arbol filogenético generado con las secuencias fla mostré que siete de los ocho diferentes
haplotipos de Borrelia detectados en 1. auritulus s.l. (haplotipos denominados G1000, G754,
G1138,G911,G1128,G1107 y G1002) conforman un linaje independiente dentro del complejo
B. burgdorferi s. 1. (Figura 16). Estos haplotipos se encuentra muy relacionados con secuencias
de Borrelia sp. halladas en I auritulus de Canadd y Uruguay, conformando un grupo
monofilético con mas de 80% de soporte de remuestreo.

Las secuencias detectadas en I. auritulus s.1. colectadas de T. amaurochalinus tuvieron 96,0-
100% de identidad entre si, mientras que las colectadas de T. rufiventris tuvieron 95,7-100% de
identidad. La identidad entre secuencias detectadas en I. auritulus s.1. colectadas de las mismas

aves variaron de 96,7-100% (ave ID 072), 97,7-100% (ave ID 325) y 96,7% (ave ID 104).
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Tabla 23. Detalle de garrapatas positivas segln ave.

Garrapatas positivas / Garrapatas estudiadas (%)

ID Epoca Especie de aves Ixodes auritulus sensu lato Amblyomma aureolatum Total
Pooles de larvas Ninfas Hembra Ninfas

005 Invierno Turdus rufiventris 1/1 (100) 0/1 (0) - - 1/2 (50,0)
006 Invierno Saltator aurantiirostris - 1/1 (100) - - 1/1 (100)
022 Invierno T. rufiventris - 1/2 (50,0) - - 1/2 (50,0)
026 Invierno T. rufiventris - 1/1 (100) - 2/3 (66.7) 3/4 (75,0)
050 Invierno T. rufiventris - - - 1/1 (100) 1/1 (100)
072  Primavera T. rufiventris 1/1 (100) 4/10 (40,0)  1/1 (100) - 6/12 (50,0)
082  Primavera  Turdus amaurochalinus 0/1 (0) 1/3 (33,3) - - 1/4 (25,0)
089  Primavera T. amaurochalinus - 1/1 (100) - - 1/1 (100)
104  Primavera T. rufiventris - 2/4 (50,0) - - 2/4 (50,0)
108  Primavera T. amaurochalinus 1/1 (100) - - - 1/1 (100)
118  Primavera T. rufiventris 0/1 (0) 1/1 (100) - 1/1 (100) 2/3 (66,7)
131  Primavera T. amaurochalinus - - - 1/1 (100) 1/1 (100)
140  Primavera T. rufiventris 1/1 (100) 0/2 (0) - - 1/3 (33,3)
244 Verano T. amaurochalinus - 1/1 (100) - - 1/1 (100)
293 Otoiio T. rufiventris - 1/1 (100) - - 1/1 (100)
325 Otorio T. rufiventris 1/1 (100) 3/3 (100) - - 4/4 (100)
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Las secuencias de Borrelia obtenidas de A. aureolatum fueron idénticas entre si y conformaron
un grupo filogenético con Borrelia turcica (hallada en Hyalomma aegyptium de Turquia) y
Borrelia spp. detectadas en Amblyomma maculatum de EEUU y A. longirostre de Brasil, y
también con una Borrelia sp. encontrada en la tortuga Geochelone pardalis babcocki de Zambia
(Figura 16). Todas estas Borrelia spp. pertenecen al REP. Ademds, una secuencia obtenida de
una ninfa de 1. auritulus s.1. (G1034) se encontré asociada también a este grupo (Figura 16).
Treinta y nueve muestras (de los 42 muestras positivas a la PCR anidada del fragmento fla)
resultaron positivas a la PCR anidada del fragmento ARNr 16S y todas pudieron ser
secuenciadas. Las tres muestras negativas correspondieron a dos ninfas de I. auritulus s.l.
(colectadas en T. rufiventris y T. amaurochalinus) y una ninfa de A. aureolatum (colectada en
T. rufiventris).

Las secuencias del ARNr 16S obtenidas de los positivos de I. auritulus s.l. conformaron 6
diferentes haplotipos con 99,2-100% de identidad entre si y menos de 99,2% con diferentes
secuencias de Borrelia del GEL. No se encontr secuencias de ese fragmento pertenecientes a
Borrelia spp. halladas previamente en /. auritulus de Canada y Uruguay para su comparacion.
Por otro lado, las secuencias del ARNr 16S obtenidas de los especimenes de A. aureolatum
fueron idénticas entre si y tuvieron 99,0% de identidad con B. turcica (AB473539) hallada en
H. aegyptium de Jordania, Borrelia sp. (AB529377) hallada en Amblyomma geoemydae de
Japon, Borrelia sp. (MH628249) hallada en H. aegyptium de Turquia, y Borrelia sp.
(AB473532) hallada en la tortuga G. pardalis babcocki de Zambia.

Por ultimo, las garrapatas colectadas de perros, de la cabafia y el ejemplar colectado de un
humano resultaron negativas. Todas las muestras de aves (incluyendo 15 aves que tenian
garrapatas positivas a Borrelia: 9 T. rufiventris, 5 T. amaurochalinus y 1 S. aurantiirostris) y

las muestras de roedores resultaron negativas.

Figura 16 (pagina siguiente). Arbol filogenético generado por el método de maxima
verosimilitud (GTR+G+I) para un fragmento del gen fla del género Borrelia. Los nimeros en
los nodos representan el soporte de remuestreo generado por 1000 replicaciones. Entre

paréntesis se muestran los nimeros de acceso de GenBank.
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Borrelia sp. Haplotype A Uruguay (JX082311)
Borrelia sp. Haplotype C Uruguay (JX082313)
Borrelia sp. Haplotype B Uruguay (JX082312)
Borrelia sp. MP30, Argentina (KY595468)
Borrelia bissettiiae (DQ393343)
Borrelia kurtenbachii (FJ188426)
Borrelia californiensis (DQ393348)
Borrelia americana (EU08129)
Borrelia sp. Haplotype Il Argentina (KJ994336)
v |[ Borrelia sp. Haplotype | Argentina (KJ994335)
o7 | Borrelia sp. Haplotype E Uruguay (JX082315)
Borrelia sp. Haplotype D Uruguay (JX082314)
I Borrelia americana strain Canada (KX022979)
_r_Borre/ia burgdorferis.s. (DQ393339)
% — Borrelia burgdorferis.s. (DQ393334)
Borrelia andersonii (DQ393341)
Borrelia japonica (D82852)
Borrelia sp. Ixodes auritulus, Chile (MH178398)
Borrelia garinii (DQ111032)
Borrelia turdi (D85071)
Borrelia tanukii (D82848)
Borrelia valaisiana (DQ393353)
Borrelia yangtze (EU135599)
Borrelia lusitaniae (DQ111035)
Borrelia spielmanii (DQ133508)
Borrelia sinica (AB022137)
Borrelia sp . haplotype Patagonia, Argentina (KX417768)
’, = Borrelia chilensis (CP009910)
99 Borrelia afzelii (DQ111033)

31

A

29

Borrelia sp. Ixodes auritulus Canada, isolate Cn186 (KT827332)
71 Borrelia sp. haplotype G1000; Ixodes auritulus, Argentina

48|  Borrelia sp. haplotype G754; Ixodes auritulus, Argentina
Borrelia sp. haplotype G1138; Ixodes auritulus, Argentina
Borrelia sp. haplotype G911; Ixodes auritulus, Argentina

9| Borrelia sp. haplotype G1128; Ixodes auritulus, Argentina
Borrelia sp. Ixodes auritulus Uruguay, haplotype UY3 (MK160131)
Borrelia sp. haplotype G1107; Ixodes auritulus, Argentina
Borrelia sp. haplotype G1002; Ixodes auritulus, Argentina
Borrelia turicatae (AY604979)

6

76

35
68

= Borrelia anserina (X75201)
99 [ 1
2~|7 [ Borrelia recurrentis (DQ346814)

Borrelia microti (JF708951)
| Borrelia theileri, Brazil (EF141022)

% Borrelia theileri, Argentina (EF141022)

{' Candidatus Borrelia africana’ (KT364343)
99 .

Candidatus Borrelia ivorensis’ (KT364344)

Borrelia sp., Amblyomma exornatum (AB529428)

41
yi,—‘— Borrelia sp. Amblyomma varanense (KT758064)

7

0.05

93

“Candidatus Borrelia tachyglossi” strain A, Bothriocroton concolor, (KY586966)
46| Borrelia sp., Amblyomma maculatum (KP861337)
U~ Borrelia sp. Amblyomma longirostre, Brazil (MN064675)
Borrelia sp., Amblyomma maculatum (KF395231)
Borrelia sp., Amblyomma maculatum (KF395230)
Borrelia sp., tortoise Geochelone pardalis babcocki (AB473529)
85| Borrelia turcica (AB109242)
Borrelia turcica (KF422815)
Borrelia sp. sample G747, Amblyomma aureolatum Argentina
Borrelia sp. sample G1034, [xodes auritulus Argentina
Borrelia sp. sample G1127, Amblyomma aureolatum Argentina
Borrelia sp. sample G672, Amblyomma aureolatum Argentina
Borrelia sp. sample G674, Amblyomma aureolatum Argentina
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5. Discusion
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5.1. General

Los parques y las dreas naturales urbanas presentan un estrecho contacto entre los animales
domésticos (en especial de compaiiia) y los animales silvestres, siendo especialmente sensibles
a la introduccion o dispersion de ectopardsitos como las garrapatas, asi como patdgenos de los
cuales pueden ser reservorios (Di Luca y col., 2013; Kowalec y col., 2017). La RECS, la
principal drea urbana protegida de CABA, se caracteriza por una gran cantidad de ambientes
con abundancia de animales, principalmente aves, y la presencia habitual de perros vagabundos

(Grupo de Trabajo de Recursos Acudticos, 2014; Wais de Badgen, 2013).

5.2. Garrapatas

La presente tesis establece la presencia permanente de tres especies de garrapatas en la RECS:
L. auritulus s.l., A. aureolatum y A. triste, a lo largo de un periodo de mas de 5 afios. En
Sudamérica, los estudios en dreas urbanas naturales son escasos. En dos estudios en Brasil se
encontraron diversas especies del género Amblyomma (Estrada y col., 2006; Toledo y col.,
2011a, 2011b), mientras que en el tnico llevado a cabo en Argentina (en RECUCN-CABA) se
encontrd sOlo 1. auritulus s.l. (Gonzdlez y col., 2019). Ademds, muestreos estacionales
realizados en perros del barrio aledafio a la RECS (Rodrigo Bueno) sélo detectaron la presencia

de Rh. sanguineus s.s. (Gonzdlez y col., 2019).

5.2.1. Ixodes auritulus sensu lato

Ixodes auritulus s.1. es un pardsito de aves con distribucién mundial, los especimenes presentan
una variaciéon morfolégica considerable y mds de una especie posiblemente se encuentre
incluida bajo este nombre, representando un complejo de especies que parasitan a una gran
variedad de aves (Guglielmone y col., 2014; Nava y col., 2017). No existen registros de
picaduras a humanos o animales domésticos por esta especie de garrapata (Nava y col., 2017).
En el cono sur de Sudamérica este grupo presenta una distribucion focal, que incluye Chile,
Brasil, Perd, Argentina y Uruguay (Nava y col., 2017). En Argentina fue encontrada en las
provincias patagénicas (Guglielmone y Nava, 2005), delta del Parana (Flores y col., 2014) y
CABA (Cicuttin, 2016), aunque es probable que su distribucion sea mds amplia.

En la region neotropical se hall6 en distintos 6rdenes de aves, principalmente Passeriformes
(especialmente las familias Furnariidae y Turdidae) (Carvalho y col., 2019), y en menor medida

en Ciconiiformes, Columbiformes, Falconiformes, Galliformes, Piciformes, Procellariiformes
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y Tinamiformes (Gonzdalez-Acuiia y col., 2005; Nava y col., 2017). Los machos de 1. auritulus
s.l. no se encuentran cominmente sobre los hospedadores (Gonzélez-Acuia y col., 2005).

La bibliografia sobre la dindmica estacional de I. auritulus s.l. es escasa. En CABA, en la
RECUCN se colectaron larvas mayormente en mayo y junio, ninfas en mayo y julio y los
adultos fueron encontrados en los meses de enero, febrero y junio (Gonzdlez y col., 2019). En
Uruguay (departamentos de Lavalleja y Rocha, a una latitud similar a CABA) larvas y ninfas
fueron colectadas de vegetaciéon mayormente durante el invierno, mientras que las hembras
fueron halladas principalmente en primavera (Carvalho y col.,, 2019). En esta tesis se
encontraron larvas principalmente en mayo pero también en agosto-septiembre. Las ninfas
estuvieron presentes todo el afio, con un pico de abundancia en abril. Por tltimo, los adultos se
hallaron en abril y agosto, pero el nimero de ejemplares fue muy escaso.

Respecto a la infestacion en aves, el mayor porcentaje ocurrid en invierno (24,6%) mientras
que en verano fue mucho menor (6,5%), en comparacion, Carvalho y col. (Carvalho y col.,
2019) detectaron la mayor prevalencia en verano (27,9%) y la menor en primavera (12,8%). En
esta tesis la mayor presencia de larvas en aves fue en invierno, la de ninfas en primavera y las
hembras en verano, mientras que en Uruguay, las larvas se detectaron mayormente en otofio-
invierno, las ninfas de verano a invierno y las hembras en invierno (Carvalho y col., 2019) y en
Curitiba (4rea subtropical de Brasil), las larvas se detectaron en otofio, las ninfas principalmente
en otofio y primavera, y las hembras en primavera (Arzua y Barros-Battesti, 1999).

De las aves infestadas, la mayoria fue de la familia Turdidae —T. rufiventris y Turdus
amaurochalinus- (57,1%), seguidas por Troglodytes aedon y Zonotrichia capensis. En
Argentina los hallazgos son escasos como para referir a una especie con mayor infestacién. En
el delta del Parand, I. auritulus fue colectada de Thamnophilus caerulescens, P. nigrorufa,
Sporophila caerulescens y T. rufiventris, aunque el numero es bajo como para establecer
preferencias (Flores y col., 2014). En Santa Cruz y Tierra del Fuego fue reportada en
Passeriformes (Cinclodes patagonicus 'y Sturnella loyca), Ciconiiformes (Nycticorax
nycticorax), Falconiformes (Phalcoboenus australis) y Procellariiformes (Pelecanoides
magellani). Por ultimo, en RECS (CABA) fueron colectadas tres hembras de un 7. rufiventris
(Cicuttin, 2016). En Uruguay, el 79,7% de las aves infestadas eran de la familia Turdidae
(Carvalho y col., 2019), mientras que en Curitiba (Brasil), T. rufiventris fue la especie més
infestada (Arzua y col., 2003; Arzua y Barros-Battesti, 1999).

La presente tesis agrega a Stephanophorus aurantiirostris, Phacellodomus striaticollis, F. rufus

y Geothlypis aequinoctialis como hospedadores para I. auritulus s.1.
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5.2.2. Amblyomma aureolatum

Amblyomma aureolatum se halla sélo en la regién neotropical, cubriendo el este de Sudamérica,
desde Uruguay hasta Surinam, incluyendo el este de Argentina, Paraguay, Brasil y Guyana
Francesa, y forma el complejo ovale junto con A. ovale (Guglielmone y col., 2003; Nava y col.,
2017). Los registros previos en Argentina comprenden hallazgos en Misiones, Chaco, Entre
Rios, Santa Fe, Buenos Aires y CABA (Cicuttin y col., 2013a; Colombo y col., 2016;
Guglielmone y Nava, 2006; Tarragona y col., 2012).

La gran mayoria de los especimenes adultos son encontrados sobre carnivoros (Orden
Carnivora), frecuentemente caninos domésticos. Por otra parte, los estadios inmaduros afectan
principalmente a aves del orden Passeriformes, y en segundo lugar roedores, aunque también
fueron hallados sobre Carnivora y Xenarthra, esta estrategia de ninfas y larvas de alimentarse
sobre distintos hospedadores mejora su chance de supervivencia. La picadura de humanos no
es inusual y ocurre por los estadios adultos (Guglielmone y col., 2003; Nava y col., 2017).

En el presente estudio, los adultos de A. aureolatum fueron hallados abundantemente en perros,
tal cual se reporto en otras regiones (Cicuttin y col., 2013a; Colombo y col., 2016; Guglielmone
y Nava, 2006; Nava y col., 2017; Tarragona y col., 2012). Las aves infestadas por larvas y
ninfas fueron 7. rufiventris y T. amaurochalinus. En Argentina, el inico registro previo en aves
correspondi6 a P. nigrorufa en CABA (Cicuttin y col., 2013a). En Curitiba (Brasil), la especie
mayormente afectada fue 7. rufiventris (Arzua y col., 2003). Por ultimo, no se encontraron
inmaduros sobre los roedores, en concordancia con reportes previos que no encontraron A.
aureolatum en las mismas especies de roedores (Colombo y col., 2013; Guglielmone y col.,
2003).

En cuanto a la dindmica estacional de A. aureolatum los estudios previos también son escasos
y no se encontraron estudios estacionales en garrapatas colectadas de vegetacion. En Brasil se
hall6 esta garrapata en los caninos domésticos durante todo el afio con una abundancia mensual
similar (Pinter y col., 2004), mientras que en la presente tesis se hallaron de mayo a febrero,
aunque el muestreo no fue sistematico. En aves de Curitiba (Brasil) la prevalencia de infestacion
fue mayor en julio (35,5%) y junio (32,0%) (Arzua y col., 2003), mientras que en esta tesis se

encontrd en invierno (8,7%) y primavera (3,4%).

5.2.3. Amblyomma triste
Amblyomma triste forma parte del grupo Amblyomma maculatum —que incluye a A. maculatum,
A. tigrinum, Amblyomma neumanni y Amblyomma parvitarsum- (Lado y col., 2018). Este

complejo estd ampliamente distribuido por la region neotropical, desde el sur de EEUU hasta
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Argentina (Herrick y col., 2016; Lado y col., 2018; Nava y col., 2017, 2011). Estudios
filogenéticos revelaron que A. maculatum, A. triste y A. tigrinum son muy cercanas,
sugiriéndose que A. maculatum y A. triste podrian ser la misma especie (Lado y col., 2018).
Amblyomma triste sensu stricto se encuentra en Argentina, Paraguay, Uruguay y sur de Brasil
(Lado y col., 2018). Ecolégicamente se encuentra asociada a humedales y dreas inundables
(Nava y col., 2017, 2011). Su distribucién en Argentina se presenta en las subcuencas de los
rios Parand y Uruguay, hasta la Bahia de Samborombdn en la provincia de Buenos Aires,
incluyendo CABA (Cicuttin y col., 2013a; Guglielmone y Nava, 2006; Nava y col., 2011).

El ciervo de los pantanos (Blastocerus dichotomus) es considerado uno de los principales
hospedadores para los adultos de A. triste, pero también se hallan en carnivoros domésticos
(perros y gatos), carnivoros silvestres (Panthera onca, Puma concolor, Herpailurus
yagouaroundi, Chrysocyon brachyurus, Lycalopex vetulus), carpinchos (Hydrochoerus
hydrochaeris), ciervo de las pampas (Ozotoceros bezoarticus), bovinos y equinos. Esta especie
es muy agresiva hacia los humanos. Los roedores de la subfamilia Sigmodontinae y
posiblemente los cuises (Cavia aperea) son los hospedadores de los estadios inmaduros (Nava
y col., 2017).

En esta tesis, A. triste se encontré en vegetacion, en un perro y en un humano, pero no se
encontrd en roedores. Respecto a las especies de roedores analizadas, estudios previos en el
delta del Parand (Buenos Aires) detectaron inmaduros en aproximadamente el 30 % de O.
flavescens y S. aquaticus (Colombo y col., 2013).

En el area del delta del bajo Parand, A. triste desarrolla una generacion por afio, con los estadios
inmaduros presentes principalmente en verano, y el pico de abundancia de adultos desde fin de
invierno a mitad de primavera (Nava y col., 2011). En el muestreo anual y en el muestreo
complementario realizados en la presente tesis, los adultos también fueron hallados en
septiembre y octubre en la vegetacion, pero en abril se colectaron también sobre un perro y un

humano.

5.2.4. Rhipicephalus sanguineus sensu stricto

La garrapata comun del perro, Rh. sanguineus s.1. presenta una amplia distribucion mundial y
es de gran relevancia en salud publica y veterinaria. En la region neotropical, Rh. sanguineus s.
l. estd conformada por al menos dos linajes con distinta distribuciéon biogeogréfica y
posiblemente distinta competencia vectorial. El linaje tropical se ubica en localidades tropicales
y subtropicales de América, incluyendo el norte de Argentina, y estd relacionado

filogenéticamente con garrapatas de Africa. Por otra parte, el linaje templado (Rh. sanguineus
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s.s.) se ubica en localidades templadas de Argentina, Chile y Uruguay, y se relaciona con
garrapatas de Europa (Nava y col., 2012, 2015, 2018). En Argentina ha sido detectada en
practicamente todo el pais hasta Chubut (Guglielmone y Nava, 2005). En CABA se hall6 en
perros, especialmente en barrios con necesidades bésicas insatisfechas (Cicuttin, 2008), siendo
posteriormente clasificada como Rh. sanguineus s. s. (Nava y col., 2012, 2018). En CABA
también se ha detectado picando humanos (Cicuttin, comunicacion personal).

Las garrapatas pertenecientes al taxoén Rh. sanguineus s. 1. son endofilicas y el perro doméstico
es el principal hospedador en zonas urbanas y rurales, aunque ocasionalmente puede infectar a
un amplio rango de hospedadores domésticos y silvestres, incluyendo gatos, roedores, aves y
seres humanos (Nava y col., 2017). El parasitismo en hospedadores distintos al perro se asocia
principalmente a la presencia de perros y entornos altamente infestados. En las zonas tropicales
y subtropicales es frecuente durante todo el afio, mientras que en las regiones templadas es mds
activa desde el final de la primavera hasta principios de otofio (Cicuttin, 2008; Dantas-Torres,
2010; Lorusso y col., 2010).

La deteccion de Rh. sanguineus s.s. en nuestro trabajo fue baja, en contraposicion con la
situacion encontrada en perros de otros dreas de CABA, especialmente en barrios con
necesidades bdsicas insatisfechas (Cicuttin, 2014); esto podria deberse a la baja densidad
presente en el drea de su hospedador habitual (perro), asi como a su mejor adaptaciéon a

ambientes netamente urbanos.

5.3. Pat6ogenos bacterianos

En la RECS no existen estudios previos de patdgenos transmitidos por garrapatas. En esta tesis
se detectd la presencia de Borrelia spp., R. bellii, Ehrlichia sp. y otras alfa-proteobacterias en
garrapatas, y N. risticii en roedores O. flavescens.

Respecto a CABA, los antecedentes incluian la deteccion molecular de R. massiliae y A. platys
en Rh. sanguineus s.l., A. platys y E. canis en caninos, y N. risticii y Rickettsia sp. en

murciélagos T. brasiliensis.
5.3.1. Género Rickettsia

En esta tesis se reporta el primer hallazgo de Rickettsia sp. en I. auritulus s.1. a nivel mundial y

el primer hallazgo de R. bellii en A. aureolatum de Argentina.
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Diversas especies de Rickettsia han sido halladas en garrapatas del género Ixodes en todo el
mundo (Akl y col.,, 2019; Merhej y Raoult, 2011; Tokarz y col., 2019), incluso algunas
patégenas para los humanos como Rickettsia australis (Merhej y Raoult, 2011). En Brasil,
Blanco y col. (2016) reportaron Rickettsia sp. en I. aragoi colectadas de roedores, y en Salta
(Argentina), Flores y col. (2016) detectaron una Rickettsia sp. en I. pararicinus colectados de
T. aedon, T. amaurochalinus, T. rufiventris, Coryphospingus cucullatus y Z. capensis. Ambas
Rickettsia spp. detectadas estan relacionadas con rickettsias endosimbiontes de otras Ixodes spp.
de América Central y del Norte, pero no con el hallazgo de esta tesis.

Rickettsia bellii, hallada en A. aureolatum en esta tesis, se clasifica dentro del grupo
denominado ancestral y ha sido hallada en garrapatas e insectos, considerandose una especie
simbionte (Krawczak y col., 2018; Merhej y Raoult, 2011). No existen evidencias que cause
enfermedad en humanos o animales (Krawczak y col., 2018; Merhej y Raoult, 2011). El tnico
antecedente en A. aureolatum es un trabajo de Pinter y Labruna (2006) que reportan 1,5% de
A. aureolatum colectadas de perros de San Pablo (Brasil) infectadas con R. bellii; en esta tesis
se hall6 1,2% de infeccion. En Argentina, R. bellii se notific6 en diversas especies de garrapatas:
A. neumanni (Labruna y col., 2007), A. dubitatum (Monje y col., 2015), A. trigrinum
(Tomassone y col., 2010), A. sculptum, A. ovale y Haemaphysalis juxtakochi (Sebastian y col.,
2016a).

Por otra parte, en A. aureolatum se ha detectado R. rickettsii en San Pablo (Brasil) (Pinter y
Labruna, 2006) y R. parkeri cepa Mata Atlantica en el sur de Brasil (Barbieri y col., 2014). En
A. triste, R. parkeri ha sido hallada en varias regiones de Sudamérica, e incluso en regiones
proximas a la RECS como el Delta del Parand (Romer y col., 2011) y Ensenada (Villalba
Apestegui y col., 2018) han ocurrido casos humanos de rickettsiosis por R. parkeri. Sin
embargo, en la presente tesis no fue detectada en A. triste. También en Argentina se ha detectado
R. massiliae en Rh. sanguineus s.l. de CABA (Cicuttin y col., 2004, 2014a), Buenos Aires
(Cicuttin y col., 2014b) y Mendoza (Monje y col., 2016). En la presente tesis, la cantidad de
ejemplares estudiada de Rh. sanguineus s.s. fue muy escasa.

Las rickettsias se transmiten eficientemente tanto transestadialmente como transovdricamente
en las garrapatas, considerdndose tanto vectores como reservorios de estas bacterias (Merhej y
col., 2014). Sin embargo, en algunas especies de rickettsias se observa la participacion de
hospedadores amplificadores (vertebrados que desarrollan una rickettsemia elevada durante
algunos dias), confirmado para R. rickettsii y el roedor Microtus pennsylvanicus en EEUU y
los roedores Euryzygomatomys spinosus € H. hydrochaeris y las comadrejas Didelphis spp. en

Brasil (Labruna, 2009). Ademéds, R. rickettsii se ha detectado en 6rganos de numerosas especies
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de roedores tales como P. leucopus, Pitymys pinetorum, Sigmodon hispidus, Citellus lateralis
tescorum 'y Eutamias amoenus en EEUU (Eremeeva y col., 2015). En Argentina se report6 un
solo estudio de Rickettsia spp. en muestras de pulmén de roedores (Akodon azarae,
Oxymycterus rufus, O. flavescens, Oligoryzomys nigripes, S. aquaticus, D. kempi y Holochilus
brasiliensis), resultando todas negativas (Colombo, 2016).

El rol de las aves como amplificadores es mucho mds discutido, si bien diversos estudios
detectan Rickettsia spp. (especialmente Rickettsia helvetica) en sangre de aves de Europa
(Berthové y col., 2015; Hornok y col., 2014). No existen reportes bibliograficos para América

de hallazgos en aves.

5.3.2. Género Ehrlichia

Esta tesis reporta el primer hallazgo de Ehrlichia sp. en I. auritulus s.1. a nivel mundial.

Las garrapatas del género Ixodes han sido reconocidas como vectores de Ehrlichia spp. en
diversas regiones del mundo. Se puede destacar a Ehrlichia muris subespecie muris detectada
en I. persulcatus de Europa del Este y Japon, y E. muris subesp. eauclairensis hallada en 1.
scapularis de EEUU, ambas con importancia en salud publica (Pritt y col., 2017).

La Erhlichia sp. hallada en I. auritulus s.1. fue idéntica (fragmento ARNr 16S) con hallazgos
en pingliinos Spheniscus magellanicus de Chile e Ixodes turdus de Japon. En el estudio
realizado en Japon, detectaron positividad en 9/84 (10,7%) de I. turdus colectadas de
vegetacion, de las cuales 1 sola fue similar a la Ehrlichia sp. detectada en esta tesis (Taira y
col., 2019). Lamentablemente la Ehrlichia sp. hallada en la presente tesis no pudo ser
caracterizada molecularmente con lo cual la informacién filogenética es muy limitada.

No hay estudios previos del género Ehrlichia en A. triste y A. aureolatum. Por otro lado, en
Argentina se ha detectado E. canis en Rh. sanguineus s.s. de Buenos Aires (Cicuttin y col.,
2017b) y en Rh. sanguineus linaje tropical de Formosa (Cicuttin y col., 2015b). En la presente
tesis, la cantidad de ejemplares estudiada de Rh. sanguineus s.s. fue muy escasa.

Las garrapatas son vectores de Ehrlichia spp., pero no ocurre transmision transovarica, con lo
cual es necesario un hospedador vertebrado para la infeccién de la garrapata (Dumler y col.,
2001). Histéricamente los mamiferos han sido los unicos vertebrados considerados
hospedadores naturales del género Ehrlichia (Dumler y col., 2001). Los roedores se han
considerado susceptibles (tanto natural como experimentalmente) a diversas especies de
Ehrlichia (Dumler y col., 2001). En Europa, el ciclo de E. muris subsp. muris involucra a
diversos roedores silvestres, mientras que en EEUU, para E. muris subsp. eauclairensis se ha

identificado un importante rol para P. leucopus (Pritt y col., 2017). En Brasil, se detectaron
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genotipos de Ehrlichia (relacionadas a E. canis) en roedores Clyomys laticeps, Holochilus
fosteri, Clyomys laticeps y Calomys cerqueirai (Benevenute y col., 2017).

Por otra parte, recientes estudios en reptiles y garrapatas asociadas a reptiles, asi como en
garrapatas asociadas a aves ponen en evidencia un escenario mds complejo (Andoh y col., 2015;
Machado y col., 2012; Mufioz-Leal y col., 2019c; Tijsse-klasen y col., 2010). Mufioz-Leal y
col. (2019c¢) detectaron Ehrlichia sp. en bazo de pingiiinos Spheniscus magellanicus en el sur
de Chile, mientras que Machado y col. (2012) reportan tres Ehrlichia spp. en sangre entera de
tres especies de aves (Falcos sparverius, Coragyps atratus y Neochen jubata).

Con excepcion de un estudio en Brasil que estudi6 2 Caracara plancus (resultando negativos)
(Machado y col., 2012), no se encontraron estudios previos de Ehrlichia spp. sobre las especies

de aves y roedores estudiadas en esta tesis.

5.3.3. Género Anaplasma

En esta tesis no se detect6 al género Anaplasma en ninguna de las muestras analizadas.

El conocimiento del género Anaplasma en garrapatas de Sudamérica es limitado. En Brasil, A.
platys fue detectada en Rh. sanguineus s.1. (Melo y col., 2015) y diversas Anaplasma spp. fueron
detectadas en A. sculptum, A. ovale y A. parvum (De Sousa y col., 2017; Melo y col., 2015). En
Argentina, en garrapatas solo se ha detectado A. platys en Rh. sanguineus s.s. y Rh. sanguineus
linaje tropical (Cicuttin y col., 2015a, 2015b; Oscherov y col., 2011) y A. marginale en Rh.
microplus (Ruybal y col., 2009). Los ejemplares analizados de Rh. sanguineus s.s. fueron muy
escasos en la presente tesis.

Al igual que para el género Ehrlichia, los mamiferos son los unicos vertebrados que son
hospedadores competentes de Anaplasma (Dumler y col., 2001), pero existen reportes de
deteccion de Anaplasma spp. en sangre de aves (Vanstreels y col., 2018). Los roedores han sido
involucrados como reservorios de A. phagocytophilum (o cepas relacionadas) en Europa y
EEUU (Matei y col., 2018). En Brasil, diversas especies de Anaplasma fueron descriptas en
roedores de numerosas especies (C. laticeps, Rattus rattus, Akodon sp., Sphiggurus villosus, C.
cerqueirae y Hylaeamys megacephalus) (Benevenute y col., 2017; De Sousa y col., 2017; Wolf
y col., 2016) y en aves silvestres (Penelope obscura, Coragyps atratus 'y C. plancus) (Machado
y col., 2012; Mongruel y col., 2017).
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5.3.4. Género Neorickettsia®

El género Neorickettsia comprende un grupo de bacterias intracelulares obligadas
habitualmente endosimbiontes de digeneos (subclase Digenea, clase Trematoda, filo
Platyhelminthes). Los ciclos de vida de estos trematodos son complejos e involucran diversos
estadios que parasitan diferentes hospedadores (Vaughan y col., 2012). Neorickettsia spp. han
sido reportadas en todo el mundo asociadas a estos platelmintos (Greiman y col., 2014).

Las neorickettsias persisten dentro de todos los estadios de los trematodos presentando
transmision vertical, y ademads, en algunos casos, los digeneos adultos pueden transmitir los
endosimbiontes a los hospedadores vertebrados definitivos (transmisién horizontal) (Vaughan
y col., 2012).

En los vertebrados, estas bacterias invaden y se multiplican en los monocitos en sangre y en los
macrofagos en tejidos linfoides y otros tejidos, produciendo una enfermedad severa y en
ocasiones fatal (Vaughan y col., 2012). Hasta la actualidad, se atribuyeron cuatro enfermedades
en vertebrados causadas por este género bacteriano: fiebre Sennetsu (por Neorickettsia
sennetsu, que afecta a los humanos), toxipatia por salmén (por Neorickettsia helminthoeca, que
afecta a los canidos), fiebre del trematodo del rio Elokomin (por el agente EFF, que afecta a los
0s0s) y ehrlichiosis monocitica equina (por N. risticii, que afecta a los caballos) (Rikihisa y col.,
2004; Vaughan y col., 2012). En Argentina, la tnica especie notificada hasta el momento es N.
risticii (Cicuttin y col., 2013b, 2017c).

Neorickettsia risticii (anteriormente denominada Ehrlichia risticii) es el agente de la fiebre
equina del Potomac (ehrlichiosis monocitica equina), una enfermedad del verano descripta a
fines de los 70s en Maryland y Virginia cerca del rio Potomac (Washington, EEUU) (Baird y
Arroyo, 2013). Los caballos exhiben signos clinicos variados, que usualmente incluyen fiebre
(amenudo bifésica), depresion, anorexia y colitis con diarrea aguda. En casos graves, presentan
laminitis y abortos (Baird y Arroyo, 2013; Dumler y col., 2001; Gibson y col., 2005; Vaughan
y col., 2012). Sin tratamiento la letalidad varia del 5 al 30 % (Dumler y col., 2001). Hasta la
actualidad, se han notificado casos clinicos en EEUU, Canad4, Brasil y Uruguay (Durdn y
Marqués, 2016; Gibson y col., 2005; Vaughan y col., 2012). Interesantemente, en Brasil y
Uruguay desde hace casi 100 afios se conoce la ocurrencia de una enfermedad diarreica en
caballos que ocurre en el verano en las costas del lago Merin, denominada localmente como

churrido equino y descripta formalmente en 1948 (Dutra y col., 2001). En Argentina, N. risticii

2El género Neorickettsia no es transmitido por garrapatas, por lo cual no fue incluido en la Introduccién de esta
tesis. En esta seccion se desarrolla la informacién completa.
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se detectd por primera vez en 2013 en tres murciélagos 7. brasiliensis de CABA, a partir de
muestras de higado, bazo y pulmén (Cicuttin y col., 2013b).

Neorickettsia risticii es un endosimbionte de trematodos (principalmente de los géneros
Acanthatrium y Lecithodendrium). El ciclo de vida de estos pardsitos es complejo e involucra
varios hospedadores, incluyendo caracoles acudticos, artropodos acudticos y vertebrados. En
general, comienza cuando un caracol acudtico ingiere un huevo del parésito, el huevo eclosiona
y el miracidio penetra los tejidos del caracol, desarrollando a un esporoquiste primario. El
esporoquiste primario produce esporoquistes secundarios a través de reproduccién asexual,
estos esporoquistes se extienden por todos los tejidos del caracol y producen miles de cercarias.
Las cercarias salen del caracol y entran en el ambiente externo, donde pueden penetrar en un
artropodo acudtico y enquistarse en forma de metacercarias. Cuando los murciélagos y aves
insectivoras ingieren los artropodos infectados por metacercarias, los trematodos adultos se
desarrollan en su intestino (Baird y Arroyo, 2013; Lin y col., 2009; Vaughan y col., 2012;
Wilson y col., 2006). Neorickettsia risticii puede ser transmitida horizontalmente desde los
trematodos infectados a tejidos no parasitados (como higado y bazo) de aves y murciélagos,
sugiriéndose que los animales insectivoros también podrian ser reservorios de esta bacteria
(Gibson y col., 2005; Pusterla y col., 2003; Vaughan y col., 2012). La transmisién a los equinos
ocurre cuando ingieren accidentalmente insectos infestados con metacercarias (infectadas con
N. risticii) durante el pastoreo o comiendo heno, o al beber accidentalmente insectos infestados
0 quizds cercarias libres (infectadas con N. risticii) junto con el agua (Vaughan y col., 2012).
Segun estudios realizados por caracterizacion molecular de los genes ARNr 16S, groESLy p51,
andlisis de Western blot y morfologia, N. risticii se compone de diversas cepas en distintas
regiones (Dumler y col., 2001; Dutra y col., 2001; Greiman y col., 2015; Cicuttin y Greiman,
2016). La variacion en el gen p5] muestra asociaciones geograficas, posiblemente debidas a
presiones selectivas locales (Gibson y col., 2011). El analisis filogenético del fragmento p51/
revela grupos de N. risticii: costa oeste de EEUU (California y Oregon) con hallazgos en
caballos, caracoles acudticos y trematodes; centro-este de EEUU (Michigan, Pennsylvania y
Maryland) en caballos y N. risticii halladas en murciélagos de CABA que se relacionan con el
hallazgo de esta tesis. Cabe destacar que si bien hay notificaciones de casos en equinos y
hallazgos en trematodes de Brasil y Uruguay, no se encuentran secuencias disponibles para su
comparacion (Cicuttin y Greiman, 2016).

El hallazgo de N. risticii en O. flavescens es la primera notificacion de este género de bacterias
en roedores en el ambiente natural, dado que hasta el momento la infeccion por Neorickettsia

spp. en roedores so6lo fue descripta en forma experimental (Vaughan y col.,, 2012).
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Oligoryzomys flavescens se distribuye desde el sureste de Brasil hasta Uruguay y Argentina
(norte y centro) y se alimenta principalmente de semillas, pero complementa su alimentacion
con insectos seguin la abundancia estacional (Barquez y col., 2006; Boiani y col., 2008; Ellis y
col., 1994; Polop y col., 2003). Considerando los habitos alimenticios de esta especie de roedor,
la deteccion de N. risticii en la presente tesis también podria estar relacionada con
contaminacién con contenido intestinal o por el fendmeno de translocacién bacteriana
(migracién de microorganismos viables o sus productos, como su ADN, a través de la barrera
intestinal hacia los linfonédulos mesentéricos u otros 6rganos como el higado) (Giannelli y col.,

2014).

5.3.5. Alfa-proteobacterias simbiontes de garrapatas

Las tres secuencias del fragmento ARNr 16S obtenidas de A. aureolatum se encuentran
relacionadas con un grupo de alfa-proteobacterias simbiontes de garrapatas que conforman un
clado separado a los géneros Wolbachia, Anaplasma, Ehrlichia y Neorickettsia (Lo y col.,
2006). Estos hallazgos son la segunda evidencia para Sudamérica y la primera para A.
aureolatum.

La simbiosis con microorganismos es un hito importante en la evolucién de los eucariotas. Los
artrépodos tienen frecuentes asociaciones con bacterias simbiontes que viven exclusivamente
en ellos y se transmiten transovdaricamente (Duron y col., 2017). La asociacion de las garrapatas
con bacterias simbiontes fue establecida por Cowdry al principio del siglo XX, quién demostré
por microscopia Optica la presencia de bacterias gram-negativas tipo-rickettsia en diversos
tejidos (huevos, ovarios, tibulos de Malphigi y células del epitelio intestinal) de larvas no
alimentadas (Narasimhan y Fikrig, 2015).

Dos géneros de simbiontes solo fueron hallados en garrapatas: Midichloria, que habita en las
mitocondrias de algunas especies de garrapatas, y endosimbiontes tipo-Francisella reportados
en unas pocas especies (Duron y col., 2017). Candidatus M. mitochondrii es una bacteria gram-
negativa en forma de bacilo que se observd en varios tipos de células (célules luminales,
funiculares y oocitos) de los ovarios de I. ricinus en Europa (Lo y col., 2006; Sassera y col.,
2006). La distribucidn, prevalencia y transmision transovdrica de este endosimbionte de 1.
ricinus sugiere que esta asociacion puede ser obligada, con un rol fundamental en la
supervivencia de esta garrapata (Narasimhan y Fikrig, 2015). En Uruguay, Venzal y col. (2008)
detectaron alfa-proteobacterias en el 33% de pooles de adultos de A. triste. En comparacion, en

la presente tesis, detectamos sélo el 0,6% de A. aureolatum infectadas.
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5.3.6. Género Borrelia

Esta tesis reporta por primera vez el género Borrelia en la especie A. aureolatum. Los hallazgos
de Borrelia sp. en I. auritulus s.1. representan el primer registro en Argentina (y tercer reporte
para Sudamérica).

En Canad4, la prevalencia de Borrelia sp. - GEL en I. auritulus colectadas en aves vari6 de 6,2
a 33,3% (Morshed y col., 2005; Scott y col., 2010, 2012, 2015), mientras que en Uruguay,
Carvalho y col. (2019) hallaron 12,2% de I. auritulus infectadas colectadas de aves (ninfas y
hembras) y 5,3% en colectadas de vegetacion (ninfas y hembras). En el presente estudio, se
encontrd 27,3% de I. auritulus positivas (todos los estadios) colectadas de aves y sélo 0,7% en
L. auritulus de vegetacion (aunque 28,6% en las ninfas). Dado que la transmision transovérica
es rara en las espiroquetas del GEL (Rollend y col., 2013), esto sugiere que fueron adquiridas
por las garrapatas 1. auritulus en su alimentacion sobre las aves, manteniendo la infeccion
durante la muda.

Los haplotipos de Borrelia sp. - GEL que fueron detectados en I. auritulus parecen pertenecer
a las mismas genoespecies detectadas en 1. auritulus de Canada (Cn186) y Uruguay (UY3). Por
otra parte, Mufioz-Leal y col. (2019a) detectaron una genoespecie en 1. auritulus en Chile que
no se encuentra relacionada con el hallazgo de esta tesis.

El hallazgo de Borrelia sp. — GEL en I. auritulus s.1. en el presente estudio se agrega a la lista
de genoespecies de B. burgdorferi s.l. reportadas en Argentina. Diferentes haplotipos fueron
detectados en I. pararicinus del norte de este pais (Flores y col., 2018; Nava y col., 2014;
Saracho-Bottero y col., 2017) y un haplotipo fue detectado en Ixodes sp. cf. I. nequenensis e 1.
sigelos de la region patagoénica (Sebastian y col., 2016b).

No hay registros previos de Borrelia spp. en A. aureolatum. En el Nuevo Mundo, la presencia
de Borrelia en garrapatas Amblyomma se notifico en EEUU y Brasil. En EEUU se encontré una
genoespecie de Borrelia — REP en A. maculatum (Lee y col., 2014; Mitchell y col., 2016) y
Borrelia lonestari (perteneciente al GFR) en Amblyomma americanum (Hudman y Sargentini,
2018; Mitchell y col., 2016). En Brasil, la presencia de una Borrelia sp., muy relacionada a los
hallazgos en A. maculatum, fue reportada en A. longirostre por Pacheco y col. (2019). La
Borrelia sp. hallada en este tesis conforma un grupo monofilético con B. turcica, con Borrelia
sp. detectada en G. pardalis babcocki (tortuga) de Zambia y con las genoespecies halladas en
A. maculatum de EEUU y A. longirostre de Brasil.

La prevalencia de Borrelia sp. en A. aureolatum en la presente tesis vario de 2,1 % en garrapatas
colectadas de vegetacion (17,3% en ninfas, sin deteccion en larvas) hasta 41,7% en garrapatas

colectadas de aves.
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La transmision transovdrica es un evento inusual en las Borrelia — GFR, pero no hay estudios
especificos en el subgrupo Borrelia — GFR-GD (Talagrand-Reboul y col., 2018). Considerando
la alta prevalencia en garrapatas colectadas de aves con respecto a las de vegetacion (y la no
deteccidn en larvas colectadas de vegetacion), el presente estudio sugiere que las espiroquetas
fueron adquiridas durante la alimentacion de las larvas sobre las aves y transmitidas
transestadialmente a las ninfas. De todas formas, esto no confirma su capacidad vectorial y los
hallazgos deben ser cuidadosamente interpretados, especialmente considerando que las
garrapatas parcialmente o totalmente ingurgitadas colectadas sobre hospedadores pueden
contener microorganismos adquiridos durante la ingesta de sangre, sin necesariamente ser
vectores de los mismos (Estrada-Pefa y col., 2013). El especimen positivo de I. auritulus s.1.
asociado a Borrelia — REP puede ser debido a esta ingesta de sangre del hospedador o también
asociado a la co-alimentacion con A. aureolatum. En este sentido, hay reportes que las
espiroquetas pueden pasar directamente de garrapatas infectadas a no infectadas mientras las
garrapatas se alimentan simultdneamente en estrecho contacto (Richter y col., 2002).

No hay estudios previos de Borrelia spp. en Amblyomma triste. Respecto a Rh. sanguineus s.s.
las muestras estudiadas han sido muy escasas; en la bibliografia se menciona la deteccion de
Borrelia spp. — GEL en Rh. sanguineus s.1. de Europa pero la competencia vectorial no ha sido
demostrada (Abdullah y col., 2018).

Las Borrelia spp. - GEL incluyen especies mds adaptadas a hospedadores especificos
(mamiferos, aves e incluso a reptiles) y especies sin hospedadores especializados como B.
burgdorferi s.s. (Mechai y col., 2016; Piesman y Gern, 2004; Rudenko y col., 2014). Los
roedores son importantes reservorios de diversas especies de Borrelia — GEL en todo el mundo
(Gil y col., 2005; Piesman y Gern, 2004), p.e., el reservorio primario de B. burgdorferi s.s. es
el raton P. leucopus, aunque otras especies de roedores también resultan infectadas (Beckmann
y col., 2019). Por otro lado, la importancia de las aves como reservorios de Borrelia spp. — GEL
también estd claramente reconocida (Mechai y col., 2016; Newman y col., 2015; Rudenko y
col., 2014), p.e., Turdus merula y B. garinii en Europa (Piesman y Gern, 2004). Para el caso de
Borrelia spp. — GFR, la especificidad de hospedadores es variable, porque diferentes especies
pueden infectar pequefios mamiferos, aves, otros mamiferos domésticos o silvestres, asi como
humanos, sin una especificidad clara (Cutler, 2010; Talagrand-Reboul y col., 2018). De todas
formas, dos asociaciones con hospedadores fueron reportadas: B. anserina con aves y Borrelia
duttonii | B. recurrentis con humanos (Cutler, 2010; Talagrand-Reboul y col., 2018).
Interesantemente, los hospedadores vertebrados del subgrupo GFR-GD no estdn claramente

identificados (Cutler, 2010; Talagrand-Reboul y col., 2018). Por dltimo, algunas Borrelia spp.
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— REP fueron aisladas o detectadas en reptiles (Takano y col., 2011, 2010). En la presente tesis,
tres especies de aves tuvieron garrapatas positivas a Borrelia spp. — GEL: T. rufiventris, T.
amaurochalinus 'y S. aurantiirostris, y dos especies de aves tenian garrapatas positivas a
Borrelia sp. — REP: T. rufiventris y T. amaurochalinus. Numerosos reportes de garrapatas
positivas a Borrelia sp. — GEL colectadas sobre aves de la familia Turdidae indican el posible
rol de este grupo de aves como reservorio de espiroquetas del GEL (Flores y col., 2018; Norte
y col., 2013; Saracho-Bottero y col., 2017; Scott y col., 2012). De todas formas, todas las
muestras de aves (sanguineas y de tejidos, incluyendo 15 muestras sanguineas de aves que
tenfan garrapatas positivas a Borrelia spp.) y todos los roedores estudiados resultaron negativos.
En las aves se debe considerar que el tropismo de las borrelias no estd claramente conocido, y
ademds, debido a que poseen eritrocitos nucleados, la sangre de aves contiene numerosa
cantidad de ADN que hace dificil la deteccién de patégenos (Newman y col., 2015). Ademés,
no se encontraron antecedentes de deteccion de Borrelia spp. en las especies de aves y roedores

estudiadas en esta tesis.

5.4. Importancia veterinaria y para la salud publica

En la presente tesis se hallaron especies de garrapatas de importancia en medicina veterinaria y
humana, ademads, se detectaron microorganismos relacionados a otros de patogenicidad
conocida, o, siendo de patogenicidad desconocida, presentes en garrapatas que infestan

humanos y animales domésticos.

5.4.1. Amblyomma aureolatum, Borrelia sp. y Rickettsia bellii

Amblyomma aureolatum ha sido implicada como vector de R. rickettsii en la region
metropolitana de San Pablo (Brasil) con un nivel de infeccién entre 1 y 10 % (Labruna, 2009;
Szabo y col., 2013). Por razones aun desconocidas, los casos humanos de infeccion por R.
rickettsii asociada a A. aureolatum presentan una alta letalidad (superior al 60 %) (Szabd y col.,
2013). Ademads, se ha detectado R. parkeri cepa Mata Atlantica en 9,3% de ejemplares
colectados de perros del sur de Brasil (Barbieri y col., 2014). Esta especie de garrapata se
encontrd infestando a humanos en distintas localidades de Argentina (Misiones), Brasil y
Paraguay (Guglielmone y col., 2006). Ademas, A. aureolatum es vector del protozoo Rangelia
vitalii, agente de la rangeliosis canina, con ocurrencia de casos en Brasil, Uruguay y Argentina

(Eiras y col., 2014; Gottlieb y col., 2016).
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La Borrelia sp. hallada en A. aureolatum, asi como el grupo filogenético al que pertenece
(REP), es de patogenicidad desconocida en humanos y animales. De todas formas, la existencia
de una especie nueva de Borrelia en A. aureolatum es de relevancia dado que esta garrapata
infesta a perros y humanos. Por otra parte, R. bellii, descripta en 1983, es una rickettsia
simbionte (hallada en numerosas especies de garrapatas e insectos) y que no ha sido relacionada
con enfermedad humana o animal (Krawczak y col., 2018; Merhej y Raoult, 2011).

No existen otros estudios sobre patdgenos transmitidos por esta especie de garrapata en

Argentina.

5.4.2. Amblyomma triste

Amblyomma triste es vector comprobado de R. parkeri en distintas zonas de EEUU, Brasil,
Uruguay y Argentina (Herrick y col., 2016; Venzal y Nava, 2011). En Argentina los niveles de
infeccion de las garrapatas oscilaron entre 5,8 y 8,4 % (Romer y col., 2014), siendo
principalmente detectada en toda la cuenca del Parand hasta Bahia Samborombén (Cicuttin y
Nava, 2013). Amblyomma triste se detecté en humanos de distintas localidades de Argentina

(bajo delta del Parand y CABA —esta tesis-), Uruguay y Venezuela (Guglielmone y col., 2006).

5.4.3. Rhipicephalus sanguineus sensu stricto

Rhipicephalus sanguineus s. 1. es vector de numerosos agentes patdégenos bacterianos en todo
el mundo (Cicuttin, 2008; Dantas-Torres, 2010; Nava y col., 2012). En Argentina, se detecto R.
massiliae en Rh. sanguineus s. 1. de CABA, Bahia Blanca (Buenos Aires) y Mendoza (Cicuttin
y col., 2014a, 2014b; Monje y col., 2016) y como causal de rickettsiosis humana en CABA
(Garcia-Garcia y col., 2010). También se detecto E. canis en Formosa (Rh. sanguineus s.1. linaje
tropical) y Buenos Aires (Rh. sanguineus s.s.) (Cicuttin y col., 2015b, 2017b) y en perros del
Area Metropolitana de Buenos Aires causando ehrlichiosis monocitica canina (Cicuttin y col.,
2016; Eiras y col., 2013) y A. platys en casi todo el pais — en Rh. sanguineus s.l. y perros con y
sin enfermedad clinica- (Cicuttin y col., 2011a, 2014a, 2014b, 2015b, 2016, 2017a; Eiras y col.,
2013; Mascarelli y col., 2016; Oscherov y col., 2011). En Sudamérica, Rh. sanguineus s. 1. se
registré en humanos de distintas localidades de Argentina (Salta, Santa Fe y CABA), Brasil,
Chile, Perd y Guyana (Nava y col., 2017; Cicuttin, comunicacién personal). Ademads, en un
estudio realizado mediante una encuesta en CABA, el 1,4 % de los propietarios de perros

infestados por garrapatas relatd haber sufrido picaduras de garrapatas (Cicuttin y col., 2011b).
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5.4.4. Ixodes auritulus sensu lato, Borrelia sp., Ehrlichia sp. y Rickettsia sp.

Ixodes auritulus s.1. se considera que posee un papel importante en el mantenimiento del ciclo
enzodtico de B. burgdorferi s.l. y otras especies de borrelias (Carvalho y col., 2019; Scott y
Foley, 2016). El riesgo de transmisién de genoespecies de Borrelia asociadas a I. auritulus s.1.
es bajo dado que no hay registros de esta garrapata en humanos. Sin embargo, es evidente que
existe un ciclo enzodtico activo en la RECS entre esta especie de garrapata y las aves
(especialmente de la familia Turdidae). La patogenicidad en aves es desconocida.

Las especies de Rickettsia y Ehrlichia halladas en I. auritulus s.l. en esta tesis son de
patogenicidad desconocida dado que los escasos antecedentes son muy recientes. La presencia
de una Ehrlichia sp. indica la existencia de hospedadores amplificadores entre las especies de
aves silvestres.

No existen otros estudios sobre patdgenos transmitidos por esta especie de garrapata en

Argentina.

5.4.5. Neorickettsia risticii

Neorickettsia risticii es el agente de la ehrlichiosis monocitica equina con ocurrencia de casos
clinicos en EEUU, Canad4, Brasil y Uruguay (Durdn y Marqués, 2016; Gibson y col., 2005;
Vaughan y col., 2012). En Argentina, N. risticii se detecté en murciélagos T. brasiliensis de
CABA (Cicuttin y col., 2013b, 2017c), pero no se notificaron casos de enfermedad equina.
Dado el potencial impacto en medicina veterinaria, la circulacion de N. risticii en el drea es de

suma importancia.
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6. Conclusion
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La Ciudad Auténoma de Buenos Aires es la urbe mds importante de Argentina con una alta
densidad poblacional y una baja cantidad de espacios verdes. Dentro de esos espacios, se
destacan las dreas urbanas protegidas, especialmente la mayor que es la RECS: una “isla”
natural en medio de un ambiente netamente urbano, con la particularidad que linda por un lado
con el barrio més caro de la ciudad (Puerto Madero) y por el otro con un 4rea con necesidades
basicas insatisfechas como el barrio Rodrigo Bueno. A esa isla de escasos 353 hectareas
arribaron una inmensa variedad de plantas y animales, dando una continuidad a los ambientes
de la cuenca del Parana. Dada su accesibilidad, la RECS recibe la visita de miles de personas
diariamente, muchos de los cuales la visitan periédicamente para la practica de deportes.

En esta tesis se encontraron cuatro especies diferentes de garrapatas y la evidencia de variados
ciclos de transmision de microorganismos, hallazgos destacados considerando la caracteristica
de aislamiento relativo de la RECS. Las cuatro especies de garrapatas halladas son de
importancia médica y veterinaria, dado que son vectores o participan en el ciclo de numerosos
patégenos. Un papel central lo juegan las especies que pican a los humanos: A. aureolatum, A.
triste y Rh. sanguineus s.s.

Las édreas urbanas protegidas son espacios altamente vulnerables, donde la degradacion (por la
presion de la ciudad colindante) facilita la interaccion entre hospedadores, vectores y patégenos.
La combinacién de animales de compaiia (perros), ingresando y viviendo libremente en un
area protegida como la RECS, junto con la presencia de roedores y aves silvestres ha
conformado una situacion inédita donde la presencia de dos especies de garrapatas (A. triste y
A. aureolatum) solo puede ser explicada gracias a la presencia de esos perros, ya que no existe
en la RECS otro mamifero hospedador para los adultos de estas garrapatas. Esta situacion
representa una sintesis acabada de las modificaciones ambientales que realiza el hombre: un
ambiente artificial que se transforma en protegido donde circulan animales de compafiia que
fueron abandonados (o directamente se establecieron en el drea) y que a su vez circulan entre
este ambiente silvestre y los barrios linderos, transportando garrapatas con sus
microorganismos asociados.

Los novedosos hallazgos de bacterias de los géneros Borrelia, Rickettsia, Ehrlichia y
Neorickettsia, incluyendo algunas especies relacionadas con patologia en humanos o animales
y otras con patogenicidad desconocida, plantean la necesidad de mantener y profundizar el
estudio de las garrapatas y los patégenos asociados en la RECS, tanto en dichos artrépodos
como en animales hospedadores (como las aves) donde estas bacterias podrian amplificarse,
incluyendo ademds otras especies animales no estudiadas en esta tesis que podrian participar

en estos ciclos de transmision.
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