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Mientras los hombres sean libres para preguntar
lo que deben; libres para decir lo que piensan;
libres para pensar lo que quieran; la libertad
nunca se perdera y la ciencia nunca retrocedera.

Robert Oppenheimer (1904-1967).
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RESUMEN

La ricktettsiosis por Rickettsia parkeri constituye una zoonosis
emergente en el Uruguay, considerandose los Departamentos del Sur del
pais el area endémica de esta enfermedad. Es una enfermedad infecciosa
transmitida en el territorio uruguayo por la especie de garrapata mas
agresiva y que mas frecuentemente parasita al ser humano, Amblyomma
triste. Este vector parasita en sus estadios de larva y ninfa a
micromamiferos y en su estado adulto principalmente a caninos
domésticos.

El objetivo general del presente trabajo fue aportar informacién a la
epidemiologia de esta rickettsiosis a través de un relevamiento serolégico
de caninos domeésticos. Para ello, se trabajé con una poblacién de 1000
caninos residentes en 4 Departamentos del area endémica, a los que se
les realizd el diagndstico serologico mediante la técnica de eleccion, la
técnica de Inmunofluorescencia Indirecta, utilizandose antigenos
pertenecientes a 3 especies del género Rickettsia: R. rhipicephali, R. felis y
R. parkeri. Paralelamente se colectaron garrapatas tanto de ambiente
como de hospederos (caninos y roedores), y las mismas fueron analizadas
mediante PCR convencional en busca de ADN rickettsial. Asimismo, se
realizd andlisis seroldgico de los roedores muestreados.

De las muestras de suero correspondientes a la poblacién canina de
estudio, 203 fueron seroreactivas para al menos una de las especies de
Rickettsia empleadas en la técnica seroldgica, por lo que la prevalencia de
Rickettsia spp. fue de 20.3%. A través de las titulaciones de los sueros, se

determind una prevalencia de R. parkeri de 14%, Unica especie de
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patégeno determinada infectando a los ejemplares de ixddidos
colectados.

Se colectaron y muestrearon 8 roedores, cuyos andlisis seroldgicos
evidenciaron un contacto previo con R. parkeri en dos de ellos,
identificados como Scapteromys tumidus.

Se colectaron 166 garrapatas a lo largo del trabajo, las que se identificaron
como pertenecientes a 4 especies: A. triste, A. tigrinum, Rhipicephalus
sanguineus e Ixodes longiscutatum. Mediante PCR se determiné la
presencia de ADN rickettsial en 14 ejemplares correspondientes a A. triste,
A. tigrinum e |. longiscutatum. Solo fue posible el secuenciamiento del
ADN obtenido a partir de dos ixddidos, siendo uno de ellos A. triste
(colectado de S. tumidus) y el otro A. tigrinum (colectado de un canino
domeéstico). Se determind que las secuencias eran compatibles con R.
parkeri en ambos, con un 99% de similitud con EF102238 y otras
secuencias; y un 100 % de similitud con KC003476 y otras secuencias,
respectivamente.

Andlisis estadisticos permitieron evidenciar una mayor proporcion de
perros seropositivos en la parte de la poblacion de mas de un afio de edad
cuando comparada frente a la menor al afio de edad; a su vez, se
determind un acumulo de la proporcion de seropositivos en primavera
(32%) respecto a las demas estaciones (14.9%-16.6%).

En conclusion, se ha logrado determinar, por primera vez en nuestro pais,
un valor de seroprevalencia de Rickettsia spp., asi como de R. parkeri, en
perros residentes en el drea endémica de rickettsiosis; y se logré aportar
informacion al conocimiento de la epidemiologia de la enfermedad, tanto
a través de la informacion antes mencionada como a través de la serologia

de roedores, estacionalidad de caninos seropositivos, acimulo de sueros
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caninos seroreactivos en los animales mayores a un afo de edad, y el
hallazgo por primera vez, de una diferente especie de garrapata (A.

tigrinum) infectada por el patégeno circulante.
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INTRODUCCION

En 1990, el grupo del Dr. Conti-Diaz reporta los primeros casos autoctonos
de “rickettsiosis cutaneo ganglionar" transmitida por garrapatas en
Uruguay. Hasta ese momento en las Américas, existia Unicamente de
forma autdctona la fiebre manchada de las montafias rocosas en EE.UU, el
tifus de San Pablo y la fiebre Tobia de Colombia, todas provocadas por el
mismo agente: Rickettsia rickettsii. Si bien en dicho trabajo los casos
clinicos se asociaron a Rickettsia conorii, la informacion conceptual de
dicho trabajo es de gran valor, sobre todo considerando la cronologia

(Conti-Diaz y col., 1990).

Algo mas de 10 ainos después, ya se asocia a la enfermedad en nuestro
pais con Amblyomma triste (confundida comunmente con Amblyomma
maculatum, especie que no se halla presente un Uruguay) (Martins y col.,
2014). A su vez, el vinculo patégeno/A. triste implica una asociacion con el
ser humano, dada la destacada antropofilia de ese ixddido. No solo se la
asocio a ambientes vinculados con el hombre, sino a areas principalmente
suburbanas vy rurales, las que eran preferidas por esa misma especie de
garrapata (Conti-Diaz, 2001). Paralelamente, se considera al sur del pais
como area endémica, mas precisamente a los Departamentos costeros al

Rio de la Plata y Océano Atlantico (Conti-Diaz, 2001). Recordando que
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hasta este momento se consideraba que el patdgeno involucrado era R.
conorii, a consecuencia de los tests diagndsticos disponibles en el
momento que empleaban antigenos de dicha especie, ya para el afio
2003 se expresa la posibilidad de que los casos clinicos humanos
observados sean provocados por una nueva especie de Rickettsia (Conti-

Diaz, 2003).

Poco después, Venzal y col., (2004) logran mediante el uso de técnicas
moleculares el diagndstico de Rickettsia parkeri en A. triste de Uruguay,
determinando la infeccion de las garrapatas colectadas en el area
considerada endémica, por PCR, con el agente rickettsial R. parkeri, paso
muy significativo en el conocimiento de la enfermedad, por la
determinacion de la especie de patégeno implicada. A continuacidn se
logréo el aislamiento del patdgeno a partir de ejemplares de A. triste

infectados de Uruguay (Pacheco y col., 2006).

A partir de estos trabajos, se realizaron estudios epidemioldgicos dirigidos
hacia el vector y sus hospederos. Asi, se determiné que en Uruguay esta
especie de ixddido presenta una estacionalidad marcada, observandose
los adultos entre los meses de Agosto y Febrero, con un importante pico
desde finales de la primavera hasta el comienzo del verano. Por otra

parte, los estadios inmaduros se presentan en el periodo comprendido
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entre Noviembre y Mayo, con un pico en verano, desde Enero hasta
Marzo. Tanto los adultos como las larvas y ninfas disminuyen su actividad
de forma notoria en los meses de menor temperatura, es decir, desde
Mayo hasta Julio (Venzal y col., 2008a). Esta informacion junto con las
observadas para el Delta del Parana en Argentina indican la existencia de
una generacién completa al afio (Nava y col., 2008a). Mientras que los
adultos muestran en Uruguay una predileccion por los caninos y
secundariamente parasitan al hombre, las larvas y ninfas se hallan

frecuentemente en mamiferos de pequeio porte (Venzal y col., 2008a).

Se ha reportado que la actividad estacional de los adultos coincide con el
aumento de los casos de rickettsiosis humana por R. parkeri (Conti-Diaz y
col., 2009; Venzal, 2013). Actualmente solo existen casos humanos de R.
parkeri en USA y Argentina (Paddok y col., 2004; Romer y col., 2011)

ademads de Uruguay (Conti-Diaz y col., 2009; Portillo y col., en prensa).

De esta forma, a través de la historia de la rickettsiosis en nuestro
pais, se tiene un consistente conocimiento de la epidemiologia de esta
enfermedad zoondtica, que implica informacidn acerca de la presentacion
clinica, el patdgeno responsable, el vector, asi como su estacionalidad y

hospederos.
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Dado que los adultos de A. triste parasitan principalmente a caninos
domeésticos, y constituyen ademads la especie de garrapata que mas
frecuentemente parasita al ser humano en el territorio uruguayo (Venzal y
col., 2003d; 2004), junto con el estrecho relacionamiento
mascota/hombre, el propdsito de este trabajo es determinar el posible rol
del canino en la epidemiologia de esta enfermedad rickettsial en la

naturaleza.
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JUSTIFICACION

Tal como se menciond en la seccidn anterior, Uruguay es uno de los pocos
paises donde se han confirmado casos de rickettsiosis humana causados
por R. parkeri. Si bien estd determinado el vector involucrado en la
transmisién al ser humano en nuestro pais, siendo éste A. triste, y
teniendo en cuenta que se conoce la dindamica estacional del mismo, aun
hay vacios en la literatura respecto a la epidemiologia de la enfermedad
en el area endémica. Es necesario conocer la situacion de los principales
hospedadores primarios de dicha especie de garrapata, que son los
caninos domésticos, para poder luego dilucidar la dinamica de Ia
enfermedad en el 3area endémica, asi como realizar un adecuado

diagndstico, y desarrollar estrategias de prevencion y control.

También debe considerarse, que al tratarse de una zoonosis, implica la
participacion directa tanto de Médicos como de Veterinarios, y estos
ultimos usualmente son la primera linea de prevencion en estas
enfermedades, por lo que determinar la situacion de los animales con

respecto a esta enfermedad es crucial para los pasos siguientes.

Hipotesis

Los caninos domésticos residentes en el area endémica de rikettsiosis
estarian infectados por R. parkeri y tendrian un rol en la epidemiologia de
la enfermedad. Podrian estar actuando como hospederos vertebrados

amplificadores del patégeno, favoreciendo asi el mantenimiento del

patogeno en la naturaleza a largo plazo.
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OBJETIVOS

General: Contribuir al conocimiento de la epidemiologia de la
rickettsiosis por Rickettsia parkeri en el area endémica del Uruguay a
través de un andlisis serolégico de caninos domésticos, principal
hospedero del estadio adulto de Amblyomma triste, vector de la

enfermedad.

Especificos:

Determinar la prevalencia de infeccion de Rickettsia spp. en caninos

domeésticos residentes en la zona endémica de rickettsiosis en Uruguay.

Determinar la/s especies del género Rickettsia responsables por la
respuesta inmune en esos hospederos, y determinar la prevalencia de la/s

mismay/s.

Determinar si existe una relacion entre la edad de los caninos y la

presencia de anticuerpos anti-Rickettsia.

Determinar si existe una relacién entre la localidad de los caninos y la

presencia de anticuerpos anti-Rickettsia.

Determinar si existe una relacion entre la estacion del afio y la presencia

de anticuerpos anti-Rickettsia.
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Correlacionar la dindmica de infeccién canina a lo largo de un afio con

respecto a la dinamica estacional de Amblyomma triste.

Analizar la presencia de anticuerpos anti-Rickettsia spp en roedores de la
zona endémica de rickettsiosis en Uruguay; y sugerir la especie implicada

en dicha respuesta.

Determinar la presencia de Rickettsia spp. del grupo de las fiebres
manchadas en garrapatas colectadas en el ambiente y hospederos en el
area endémica a lo largo de este trabajo. ldentificar la especie de

patdgeno involucrada.
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REVISION BIBLIOGRAFICA

RICKETTSIAS

Agentes etiologicos

Las rickettsias son pequefios (0.3-0.5 x 0.8-1.0 um) cocobacilos
pleomodrficos gram-negativos intracelulares parasitos obligados de células
eucariotas (Woese, 1987), capaces de reproducirse tanto en el nucleo
como en el citosol de las células invadidas. Estas bacterias tienen una
estructura de Gram negativas trilaminar que consiste en: membrana
interna formada por dos capas, peptidoglicano, y membrana externa
formada también por dos capas. El genoma es pequefio, teniendo entre 1
y 1.6 Mb; consistiendo en un Unico cromosoma circular simple (Raoult y

Roux, 1997).

El género Rickettsia es un excelente paradigma para entender el proceso
de evolucién reductiva. Se especula que la diversificacion del genoma es
resultado de la pérdida de genes (Blanc y col., 2007). La reduccién del
genoma se ha reconocido en varias bacterias intracelulares, que tienen
una tendencia a la alta dependencia y obligatoriedad de permanecer

parasitando a células eucariotas, tal como es el caso de las rickettsias y las
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clamidias (Zientz y col., 2001). Estas bacterias que viven intracelularmente
se adaptan a ese nicho y pueden terminar perdiendo algunos de sus genes
funcionales requeridos para la vida libre. Muchos de estos patégenos de
genoma pequeio exhiben una reduccion en el numero de genes
correspondientes a mas de una categoria funcional, como ser procesos
celulares basicos y biosintesis de intermediarios metabdlicos (Moran y

Mira, 2001).

Taxonomia

Pertenecen al orden rickettsiales subdivision alfa de las Proteobacterias,

familia Rickettsiaceae (Pacheco y col., 2007; Raoult y Roux, 1997).

Clasicamente las enfermedades causadas por rickettsias patdgenas fueron
clasificadas en dos grupos: el tifus (TG) compuesta por Rickettsia
prowazekii y Rickettsia typhi, y el grupo de las fiebres manchadas (SFG),
compuesto por mas de 20 especies con garrapatas como vector principal
(Raoult y Roux, 1997). Esta division era debida principalmente a la
presencia de diferentes antigenos lipopolisacaridicos (LPS) (Yu y Walker,
2010). Otras rickettsias han mostrado particularidades antigénicas y

genéticas que impiden su inclusion en el TG o en el SFG, tales como
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Rickettsia bellii y Rickettsia canadensis, reportadas en garrapatas del
continente americano (McKiel y col., 1967; Labruna y col., 2007a, 2007b.
Con el descubrimiento de una variedad de nuevas rickettsias en diferentes
ordenes de artrépodos terrestres, la mayoria viviendo de forma libre y
también con los andlisis genéticos de plasmidos como el de Rickettsia felis,
el género ha sido reclasificado en diferentes grupos: TG, SFG, grupo
transicional (TRG), grupo bellii (BG), grupo canadensis (CG) y otros grupos

basicos (Gillespie y col., 2007; Weinert y col., 2009).

Patogénesis y patofisiologia de las rickettsiosis:

Existen dos proteinas importantes de membrana externa en los
integrantes del género Rickettsia: OmpA y OmpB. Esta ultima esta en
todas las especies de Rickettsia, mientras qgue OmpA esta presente solo en

las rickettsias del SFG (Yu y Walker, 2010).

Experimentos in vitro mostraron que las Rickettsias se adhieren a la célula
huésped a través de sus proteinas de superficie, OmpA, OmpB, Scal vy
Sca2, asi como a receptores celulares (Martinez y col., 2005). Luego de la
adhesidn, las rickettsias inducen a la “integracion” por parte de las células

endoteliales no fagociticas. En cuanto entra a la célula blanco, lisa la
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membrana del fagosoma, escapando al citoplasma. La Rickettsia se
multiplica por fisién binaria con un tiempo de duplicacion de 8 horas.
Ambos grupos de rickettsias (TG y SFG) se reproducen en el citoplasma,
pero las rickettsias del SFG también pueden invadir y multiplicarse en el

nucleo (Yu y Walker, 2010).

La célula diana in vivo es el endotelio vascular. El efecto patofisioldgico
crucial de la infeccidn del endotelio es el aumento de la permeabilidad, lo
gue conduce a una erupcion, hipovolemia, hipotension, edemas cerebral y
pulmonar, asi como falla organica. Los mecanismos patogénicos de la
lesién endotelial incluyen la formacién de especies tdxicas reactivas del
oxigeno por parte de las células endoteliales, dafio en la membrana celular
luego de que la rickettsia sale de la célula, y apoptosis inducida de la
células endoteliales infectadas por parte de los linfocitos T citotéxicos (Yu

y Walker, 2010).

Determinantes de la virulencia de las rickettsias:

Las rickettsias carecen de exotoxinas y los LPS no son toéxicos, y
aparentemente no tienen que ver con la patogénesis en las infecciones. Al

ser bacterias intracelulares obligadas, dependen para sobrevivir de
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enzimas para la modificacion de proteinas y ADN. Muchas de las proteinas
estan relacionadas tanto a la entrada como a la salida de la célula
huésped, como por ejemplo las adhesinas y las enzimas membranoliticas,

gue se desarrollan brevemente a continuacion.

Adhesinas: Importantes en el primer contacto e imprescindibles para
realizar la invasion del endotelio vascular. Tres proteinas de membrana de
las rickettsias han sido identificadas como adhesinas: OmpA, OmpB y Sca2

(Li y Walker, 1998; Martinez y col., 2005; Cardwell y Martinez, 2009).

Enzimas membranoliticas: el mecanismo de lisis de la membrana

fagosdmica y de la membrana de la célula huésped ha sido hipotetizado
como mediado por una fosfolipasa (Radulovic y col., 1999; Renesto y col.,
2003). Analisis gendmico ha mostrado 4 proteinas con posible potencial
membranolitico: patatina B, Hemolisina A, Hemolisina C, y fosfolipasa D

(Andersson y col., 1998; Ogata y col., 2001; McLeod y col., 2004).

A pesar de la informacidon disponible hasta ahora y de los avances
tecnolégicos, aun no hay vacunas disponibles para ninguna de las

enfermedades rickettsiales que se conocen.
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Diagndstico de las rickettsiosis

Con el objetivo de realizar el diagndstico de una rickettsiosis en su

fase aguda, las técnicas deben permitir hacer dicho diagndstico en un
tiempo relativamente corto para manejar adecuadamente la evolucién del
paciente, antes de comenzar el tratamiento.
A partir de biopsias de zonas lesionadas, el diagndstico
inmunohistoquimico y el ensayo de Shell-vial ofrecen ventajas. Ambos son
sensibles y especificos siempre que se comiencen previo al tratamiento
del paciente. Por otro lado, son tests que llevan mucho tiempo y
requieren de personal entrenado, por lo que son dificiles de instaurar en
diagndsticos de rutina.

Diagndstico serolégico

Histéricamente, el diagndstico de las enfermedades rickettsiales se
realizaba empleando el test de Weil-Félix, el que se basa en la reactividad
cruzada entre antigenos de rickettsias y de las bacterias del género
Proteus (OX-2 y OX-19) (Parola y col., 2005). A continuacién de este test, y
en los recientes afios se han utilizado algunos como ser
Inmunofluorescencia Indirecta (IFl), Enzyme linked immunosorbent assay
(ELISA), Haemaglutinacidn Indirecta, Fijacion del complemento y test de

aglutinacion en latex (Kaplany col., 1986; Walker 1995).
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De entre los tests seroldgicos mas usados, la IFl representa al mas sensible
(94%), mientras que el de Weil-Félix es el menos sensible (47%) (Kaplan y

col., 1986).

Desde hace afios y hasta la fecha el diagndstico seroldgico de eleccién y de
referencia es la IFl, tanto para animales como para humanos (La Scola y
Raoult, 1997; Yu y Walker, 2003); desarrollado originalmente con suero de
ratdn (Philip y col., 1978). Si bien la prueba es fiable en sus resultados, no
permite diferenciar entre las distintas especies pertenecientes al SFG
(Hechemy vy col., 1986). Esto es debido a las reacciones cruzadas que
existen entre las mismas.

Actualmente se considera que cuando se enfrenta un suero a antigenos
provenientes de distintas especies, cuando aquel es reactivo frente a una
especie con un titulo al menos 4 veces mayor que a la/s restante/s
especies testadas; la respuesta inmune observada es consecuencia del
contacto con la especie con titulos homodlogos (La Scola y Raoult, 1997
Horta y col., 2004; Horta y col., 2007); siendo los titulos de anticuerpos
homodlogos mayores a los heterdlogos.

De todas formas debe considerarse que cuando se toman dos muestras,

separadas normalmente por 10-15 dias, para evidenciar seroconversion, el
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tratamiento temprano con antibidticos puede interferir con la produccion
de Inmunoglobulinas (Kaplany col., 1986).

Cultivos celulares

Varios métodos de aislamiento se han utilizado, incluyendo inoculacion en
cobayos (Pinter y Labruna, 2006), ratas, otros animales, asi como cultivos
en diferentes lineas celulares como células Vero (Eremeeva y col., 2001;
Pinter y Labruna, 2006), HEL (La Scola y Raoult, 1996), etc.

Aunque este método es considerado el mejor desde el punto de vista de
lograr un diagndstico definitivo, ofrece algunos inconvenientes: una
proporcidon considerable de los aislados rickettisales se pierden durante
los pasajes (Parola y col., 2005), y a su vez, cultivos de pacientes tratados
pueden resultar negativos (Ngonyo Maina, 2012). Estos factores, sumados
al tiempo que lleva esta técnica, hacen que no sea buena para realizar
como rutina de diagndstico en la clinica. En contraste, es un excelente

método para fines cientificos.

Histoquimica e inmunohistoguimica

Muestras de tejido pueden tedirse tanto con Giemsa como con Giménez

para visualizar las rickettsias (La Scola y Raoult, 1997).
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La inmunohistoquimica en biopsias de lesiones o incluso éscaras, ya sea
por reaccion de fluorescencia o de peroxidasa son mas asertivas que las
antes mencionadas, y demuestran la presencia de los patégenos en el
endotelio vascular. Si bien es relativamente especifica no permite
diferenciar entre las especies de las fiebres manchadas (Parola y col.,
2005).

Estas técnicas son mas rapidas que las que implican cultivos celulares y a
su vez pueden realizarse a partir de muestras obtenidas post mortem ya
fijadas en formalina (Rutherford y col., 2004) o inclusive parafinizadas
(Paddock, 1999).

Tal vez una limitacion no menor de estos métodos es que a pesar de ser
sensibles (70-90%), su empleo se restringe a pacientes que desarrollan

algun tipo de erupcion o lesién cutdnea (Thornery col., 1998).

Técnicas moleculares

Sin duda, la técnica mas extendida y empleada es la reacciéon en cadena de
la polimerasa (PCR). La misma consiste en la deteccion de ADN rickettsial a
través de la amplificacion de una secuencia especifica de genes
conservados. Varios genes se han usado con éxito, como ser: gt/A (Citrato
sintasa), ompA/ompB (proteinas de membrana externa) (Parola y col.,

2005), entre otros.

37



Segun Walker (1995) esta PCR, que es de tipo convencional puede sufrir
de baja sensibilidad, caracteristica que se ha ido mejorando con el tiempo
y la tecnologia disponible.

Si bien se han desarrollado otros tipos de PCR, como ser Nested PCR, la
gue presenta mayor especificidad y sensibilidad (Raoult y col., 2000), y
gPCR, que también es mas sensible y rapida, ademas de permitir
cuantificar la cantidad de acido nucleico presente en la muestra (Jiang y
col.,, 2004), en la practica diaria se contintda llevando a cabo la PCR
convencional, y secundariamente los variantes mencionadas. Una de las
grandes ventajas de la PCR es que puede emplearse a partir de una amplia
variedad de muestras: ectoparasitos, sangre, tejidos, etc.

En el contexto del desarrollo de la biologia molecular, se han
disenado otros métodos alternativos a la clasica PCR, por ejemplo: RFLP
(polimorfismos de longitud de fragmentos de restriccion); combina PCR
con el uso de enzimas de restriccidon especificas seguido por electroforesis
(Regnery y col., 1985; Roux y col., 1996); MLST (Multi-locus sequence
typing) que combina una amplificacién por PCR seguida por
secuenciamiento. Este ultimo método puede caracterizar aislados de
especies de bacterias usando las secuencias de fragmentos internos de

genes housekeeping (Fournier y Raoult, 2009). Mide directamente la
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variacion de las secuencias de ADN en un set de genes y asi caracteriza
cepas por su perfil alélico unico (Vitorino y col., 2007; Fournier y Raoult,

2009).

Las rickettsias en los ultimos afos y su asociacion a enfermedades

humanas en Latinoamérica y el Caribe

En las ultimas décadas se han descubierto nuevas especies de Rickettsia
de patogenicidad desconocida, muchas de ellas aisladas de garrapatas.
Algunas de ellas previamente fueron consideradas no patdgenas, pero
recientemente demostraron ser patégenas para humanos, tal es el caso
de los siguientes integrantes del SFG: Rickettsia slovaca, R. aeschlimannii,
R. massiliae y R. monacensis en Europa (Parola y col., 2005; Jado y col.,
2007). En el caso de R. massiliae, la bacteria fue aislada en Sicila (Italia) en
1985, e identificada recién en 2005 (Vitale y col.,, 2006). Ademas, R.
parkeri, un viejo miembro del SFG reportado por primera vez en 1939
(Parker y col., 1939), demostrd 65 afios mas tarde ser patégena (Paddock
y col., 2004). El primer reporte de infeccidn por esta especie de Rickettsia
fue en ejemplares de Amblyomma maculatum, en Texas (Silveira y col.,

2007).
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Ocho especies de Rickettsia han sido asociadas con enfermedad humana
en Latinoamérica y el Caribe: R. rickettsii, agente de etiolégico de la fiebre
de las montanas rocosas en México, Costa Rica, Panam4d, Colombia, Brasil
y Argentina; R. prowazekii, causante del tifus epidémico en Argentina,
Bolivia, Chile, Ecuador, Guatemala, México y Peru; R. typhi, agente del
tifus murino en Brasil, Colombia, Guatemala, México, Panama y Puerto
Rico; R. felis causa la fiebre manchada de las pulgas en México y Brasil; R.
parkeri, responsable de la fiebre manchada en Brasil, Uruguay y Argentina;
R. africae, que produce la fiebre africana por garrapatas en las Antillas
menores; R. akari es la causa de la viruela rickettsial en Costa Rica y
México; y R. massiliae, agente de fiebre manchada en Argentina, la que
fue reportada en un viajero espafol procedente de Argentina el cual se
presume adquirid la infeccion en ese pais suramericano. De acuerdo con
los datos publicados hasta el momento, los siguientes paises no presentan
ningun tipo de registro de rickettsias en América Central y América del

Sur: Belice, Venezuela, Guyana, Surinam y Paraguay (Labruna vy col., 2011).

Recientemente, se han desarrollado una gran cantidad de investigaciones
sobre Rickettsia en Latinoamérica y al menos 8 especies nuevas se han
descubierto en los ultimos 10 afios, la mayoria asociadas con garrapatas:

R. amblyommii, R. bellii, R. rhipicephali, R. parkeri, R. massiliae, R. akari, R.
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monteiroi, y Candidatus ‘R. andeanae’ (Labruna, 2009; Zavala-Castro y col.,

2009; Hun y col., 2011; Pacheco y col., 2011).

Se desarrollan a continuacion algunas de las especies de mayor relevancia

en América del Sur.

Rickettsia rikettsii: Es la especie de rickettsia mas patdgena a nivel
mundial (Parola y col., 2005). Ha sido reportada en Canada, Estados
Unidos, México, Costa Rica, Panama, Colombia, Brasil y Argentina (Dumler
y Walker, 2005; Paddock y col., 2008). La enfermedad es llamada Fiebre
Manchada de las Montafias Rocosas (RMSF), asi como también Fiebre
Manchada Brasilera (BSF). En Brasil, casos letales de BSF en humanos se
han reportado en el estado de San Pablo por mas de 70 afos (Horta y col.,
2004). R. rickettsii mostré en Latinoamérica un incremento en su
distribucidon y expansion en las Ultimas décadas. De hecho, es actualmente
considerada una enfermedad reemergente en Meéxico, Sur y Centro
América (Zavala-Castro y col., 2006; Estripeaut y col., 2007; Hidalgo y col.,

2008; Labruna, 2009).

Diferentes especies de garrapatas han sido implicadas como vectores de
acuerdo a las distintas areas geograficas. Mientras las especies
Dermacentor andersoni y D. variabilis constituyen los principales vectores

en Estados Unidos (Dumler y Walker, 2005), Amblyomma cajennense ha
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sido implicado como vector principal en América del Sur. Sin embargo, A.
aureolatum es un vector reconocido en el darea metropolitana de San
pablo (Pinter y Labruna, 2006), donde también se considera a R.
sanguineus como vector sospechoso (Moraes-Filho y col., 2009; Szabé y

col., 2013).

Estudios llevados a cabo en Brasil han demostrado que en contraste con A.
cajennense, A. aureolatum parece ser un reservorio muy eficiente de R.
rickettsii, dado que usualmente el 100% de las garrapatas se infectan
luego de alimentarse en un hospedero amplificador competente, como los
cobayos (Labruna, 2009). Adicionalmente, Pinter y Labruna (2006)
reportaron un 100% de transmisidn transestadial (larva-ninfa) de R.
rickettsii en A. aureolatum. Sin embargo, la densidad poblacional de A.
aureolatum es generalmente baja, y los humanos son raramente

parasitados por esta garrapata (Labruna, 2009).

La enfermedad producida por R. rickettsii es muy severa, y potencialmente
fatal, tanto para caninos como para humanos. Dentro de las
enfermedades transmitidas por garrapatas en las Américas es la mas
severa. Las tasas de mortalidad han sido estimadas en 20% en humanos
en ausencia del tratamiento antibidtico adecuado, y 5% en pacientes que

reciben antibidticos (Chapman vy col., 2006). En humanos, la enfermedad
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se presenta inicialmente con fiebre, dolor de cabeza severo, y malestar
generalizado, aunque generalmente los pacientes también desarrollan
mialgia, nausea, vomitos y fotofobia. A las dos semanas de la infeccién
aparece una triada clasica en la mayoria de los pacientes: fiebre, dolor de
cabeza y erupcidn maculo-papular generalizada (Nicholson y col., 2010). El

periodo de incubacion es de entre 2 y 14 dias (Thorner y col., 1998).

Los pacientes caninos presentan fiebre, letargia, vdmitos y anorexia. A
medida que el cuadro evoluciona, se desarrollan signos adicionales,
incluyendo lesiones oculares, desordenes sanguineos, dolores articulares,
y anormalidades neuroldgicas (Greene y Breitschwerdt, 2006). Las
fatalidades ocurren tanto a nivel humano como animal, particularmente
cuando se retrasa el tratamiento adecuado, o cuando este no se instaura

(Dantas-Torres, 2008).

Rickettsia prowazekii y Rickettsia typhi: R. prowazekii es el agente
etioldgico del tifus epidémico, la segunda rickettsiosis mas severa del
mundo. El Unico vector en América del Sur es el piojo del cuerpo del
hombre, Pediculus humanus corporis. Durante las uUltimas décadas, esta
rickettsiosis solamente ha sido reportada en Peru (Anaya, 2004). A
diferencia de lo que ocurre en otra rickettsiosis, los humanos que

sobreviven a infecciones agudas de R. prowazekii usualmente desarrollan
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una infeccidon latente asintomdtica por varios afios, posibilitando una
reagudizacidon que puede comenzar nuevas epidemias infectando nuevos
piojos (Labruna, 2009). Estudios recientes han reportado el aislamiento de
este agente patégeno de ejemplares de Amblyomma en México,
sugiriendo una participacion de garrapatas en la ecologia del tifus

epidémico (Medina-Sanchez y col., 2005).

La ocurrencia de R. typhi en América del Sur se remonta a las primeras
décadas del siglo pasado (Travassos y col.,, 1949). Es clasicamente
transmitido por la pulga Xenopsylla cheopis. Excepto por unos pocos
estudios recientes reportando tifus endémico en Brasil y Colombia (Silva y
Papaiordanou, 2004; Hidalgo y col., 2008), no hay estudios clinicos o

ecolégicos en América del Sur.

Rickettsia parkeri: en 1939, el entomodlogo y rickettsidlogo R.R. Parker y
colaboradores reportan el aislamiento de una bacteria recuperada de
ejemplares de A. maculatum, colectadas en Texas (Parker y col., 1939).
Cuando se inocularon cobayos con el denominado “agente maculatum”,
los animales desarrollaron una enfermedad de fiebre moderada que
recordaba a otras rickettsiosis del grupo de las fiebres manchadas,
incluyendo la RMSF y la MSF (Parker y col., 1939; Parker, 1940). Mas

tarde, investigadores caracterizaron a esta bacteria como Unica dentro del
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SFG, y la designaron como Rickettsia parkeri en honor al rickettsiélogo
antes mencionado (Lackman y col., 1949; 1965). Desde el descubrimiento
de esta especie de Rickettsia, ha habido varias especulaciones acerca de
su patogenicidad para humanos, y en 2004, 65 afios después de su
aislamiento, se logré comprobar su poder patégeno en humanos (Paddock
y col.,, 2004). Hasta entonces, probablemente muchos casos de
rickettsiosis humana por R. parkeri fueron atribuidos a casos leves de
rickettsiosis por R. rickettsii (Paddock, 2009).

Actualmente, R. parkeri es reconocida como patégena para humanos con
casos confirmados en Estados Unidos, Argentina, Brasil y Uruguay
(Paddock, 2005; Seijo y col., 2007; Whitman y col., 2007; Conti-Diaz y col.,

2009; Romer y col., 2011; Silva y col., 2011; Portillo y col., en prensa).

Rickettsia felis: al igual que su principal hospedero (pulgas del género
Ctenocephalides), R. felis parece ser cosmopolita. En América del Sur, R.
felis ha sido reportada infectando Ctenocephalides spp. en Argentina,
Brasil, Chile, Perd y Uruguay, pero la infeccion humana ha sido
Unicamente reportada hasta el momento en Brasil (Venzal y col., 2006;

Labrunay col., 2007c; 2011; Nava y col., 2008b).
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Epidemiologia de los patogenos rickettsiales transmitidos por garrapatas

Si bien los seres humanos son susceptibles a varios patdégenos rickettsiales
transmitidos por garrapatas, incluyendo Anaplasma phagocytophilum, que
causa la anaplasmosis humana; Ehrlichia canis, E. chaffeensis, y E. ewingii
qgue inducen diferentes formas de ehrlichiosis; Rickettsia rickettsii, agente
de la Fiebre de las Montainas Rocosas; R. conorii, causante de la Fiebre
Manchada del Mediterraneo; y otras rickettsias del grupo de las fiebres
manchadas (SFG) recientemente reconocidas, tal como es el caso de la
rickettsiosis causada por R. parkeri, son en general calificados como
hospedadores accidentales. Con excepcion de E. canis y tal vez E. ewingii,
los caninos domésticos no son considerados reservorios primarios para
estos patogenos, sino que al igual que el hombre son considerados

hospederos accidentales.

En algunas rickettsias del grupo de las fiebres manchadas ha sido
comprobada la transmisidn transovariana en las garrapatas vectores, por
lo que la infeccidon es transferida de una hembra adulta a sus huevos,
ocurriendo asi la infeccidn subsecuente de las larvas. Dicha infeccidn pasa
a los restantes estadios a través de las mudas, lo que se denomina

transmisidn transestadial (Nicholson y col., 2010).
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Si bien generalmente la transmisidon del patégeno al humano ocurre a
través de las garrapatas mas que directamente a partir de perros
infectados, se ha descrito que la remocién manual de garrapatas
ingurgitadas constituye un factor de riesgo potencial para la infeccion
humana (Goddard, 1997), y puede ocurrir mediante la inoculacién del
patdégeno en las membranas mucosas por dedos contaminados, tal como

ha sido descrito en el caso de R. conorii (Nicholson y col., 2010).

Los caninos domeésticos estan frecuentemente expuestos a garrapatas, y
evidencias de infecciones presentes o pasadas en los mismos puede
emplearse para determinar si existe un riesgo de infeccién por parte de
patogenos rickettsiales transmitidos por garrapatas en determinada area
geografica (Hinrichsen y col., 2001; Paddock y col., 2002; Foley y col.,

2007; Bowman y col., 2009).

La distribucion global de los patdgenos rickettsiales transmitidos por
ixodidos varia de acuerdo a la densidad y distribucién del acaro vector, asi
como la densidad poblacional de los hospederos reservorios (Shaw y col.,
2001; Greene y Breitschwerdt, 2006; Greig y Armstrong, 2006; Neer y
Harrus, 2006; Beugnet y Marie, 2009). Asi, las expansiones de las
poblaciones de garrapatas pueden introducir agentes rickettsiales a areas

geograficas nuevas (Bowman vy col., 2009; Paddock y Yabsley, 2007).
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El entorno cambiante

Nuestros conceptos de distribucion e intensidad de los patdgenos
transmitidos por garrapatas estan fuertemente influenciados por una gran
cantidad de factores, incluyendo parametros ambientales, modificaciones
en el uso de la tierra, cambios en las actividades humanas y animales,
esfuerzos de vigilancia y practicas diagndsticas. La variacion en la ecologia
puede resultar en la expansion del numero de garrapatas o de sus
hospederos bioldgicos, y consecuentemente, conllevar a una expansion de

las dreas de riesgo para la salud humana y animal (Nicholson y col., 2010).

Recientemente, estudios preliminares han indicado que las picaduras a
humanos por parte de Rhipicephalus sanguineus son mas frecuentes a
medida que aumenta la temperatura (Parola y col., 2008). También se ha
demostrado que estas garrapatas pueden moverse desde un hospedero a
otro durante la alimentacidn activa (Little y col., 2007), lo que aumentaria
el contacto entre patégenos, humanos y caninos domésticos (Nicholson y

col., 2010).

De la misma forma, la disminucién de la densidad poblacional de un
hospedador e inclusive la extincidon de la especie en un area geografica
pueden llevar a cambios en la dindmica ecoldgica de un agente, al igual

gue la ocupaciéon por parte del ser humano y sus mascotas de zonas en

48



qgue los vectores son abundantes. Esta situacidon ha sido reportada para
nuestro pais, donde la antropizacién en determinadas areas junto a la
disminucion poblacional de hospederos ha alterado en alguna medida la

epidemiologia de la rickettsiosis (Venzal, 2013).

Varios aspectos que he tratado hasta el momento demuestran que con el
pasar del tiempo, la generacién constante de nueva informacién, asi como
diversos avances tecnolégicos en técnicas de diagndstico y aplicadas a la
investigacion permiten conocer nuevos patdogenos, viejos patdogenos que
afectan/infectan hospedadores, nuevos vectores, etc. aumentando vy
actualizando el conocimiento de la triada epidemioldgica de Ia

enfermedad.

Paralelamente, cambios en las condiciones climaticas, asi como la
actividad humana (antropizaciéon de dareas, costumbres, modas, etc.)
causan modificaciones bioecoldgicas y ecosistémicas, a veces incluso muy
drasticas, que resultan en nuevos desafios para los parasitos, ya que
deben adaptarse a las nuevas condiciones a las que son enfrentados; y
para nosotros, los investigadores, que intentamos responder algunas de
las preguntas que surgen del flujo ininterrumpido de informacién que se

genera a diario, asi de las propias observaciones.
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GARRAPATAS

Generalidades y taxonomia

Las garrapatas son ectoparasitos hematéfagos obligados en todos sus
estadios, altamente especializados, que parasitan vertebrados y tienen Ia
capacidad de transmitir una diversidad de patdégenos a los animales,
incluido el hombre (Jongejan y Uilenberg, 2004). Son aracnidos que se
incluyen en el orden Parasitiformes, dentro del que se encuentran junto a
los Mesostigmata y los Holothyrida. Estos ultimos son un grupo de acaros
gue se alimentan de los fluidos corporales de otros artropodos muertos, y
parecen presentar un comportamiento semejante al de los ancestros de
las garrapatas que, a partir de este comportamiento alimentario, se
habrian adaptado a la hematofagia. Dentro de los Ixddidos se reconocen
tres familias: Ixodidae (garrapatas duras), Argasidae (garrapatas blandas),
y Nuttalliellidae. La ultima esta representada por una uUnica especie,
Nuttalliella namaqua, cuya distribucion esta limitada a Sudafrica. Las
restantes dos familias tienen representantes en diversos paises del
mundo, incluyendo Uruguay (Marquez -Jiménez y col., 2005).

Las garrapatas son los vectores que transmiten la mayor diversidad de

patdégenos, y son solamente superados por los mosquitos en la
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transmision de enfermedades de importancia en salud humana y/o animal

(Venzal, 2008).

Ubicabion taxonémica

Phylum: Arthropoda
Subphylum: Chelycerata
Clase: Arachnida
Subclase: Acari
Orden: Parasitiformes
Suborden: Ixodida
Superfamilia: Ixodoidea
Familia: Argasidae
Ixodidae
Nuttalliellidae

La familia Argasidae esta constituida por 5 géneros; Antricola, Argas,
Nothoaspis, Ornithodoros, y Otobius, y 193 especies aproximadamente
(Guglielmone y col., 2010). Por su parte, la familia Ixodidae cuenta con 14
géneros (dos de ellos fdsiles); Amblyomma, Anomalohimalaya,
Bothriocroton, Cosmiomma, Dermacentor, Haemaphysalis, Hyalomma,
Ixodes, Margaropus, Nossoma, Rhipicentor, y Rhipicephalus (incluido el

subgénero Boophilus), y 702 especies (Guglielmone y col., 2010).




Origen

Se estima que la aparicion de las garrapatas se produjo en el Cretacico,
hace aproximadamente 120 millones de afios. Los fdsiles mas antiguos
corresponden a tres especies: Compluriscutula vetulum (Poinar y Buckley,
2008), Cornupalpatum burmanicum (Poinar y Brown, 2003) y Carios
jerseyi, correspondiendo a una antigliedad estimada de 90-100 millones
de afios, lo que pondria de manifiesto una temprana diversificacién del
grupo en las familias que conocemos. El caracter monofilético de los
Ixddida ha sido evidenciado en diversos analisis filogenéticos (Crampton y
col., 1996; Black y col., 1997; Murrell y col., 2001).

El modo de vida dependiente de la hematofagia ha evolucionado
independientemente al menos 6 veces desde el Jurasico-Cretacico, hace
alrededor de 145 y 165 millones de anos. Actualmente se conocen en
torno a 15.000 especies de artropodos hematdfagos distribuidos en 400
géneros (Ribeiro, 1989). Por otra parte, la cascada de coagulacion
sanguinea de los vertebrados evoluciond hace unos 400 millones de afios
y adoptd su forma actual hace unos 200 millones de afios (Doolittle y
Feng, 1987). La adaptacion de los artrépodos hematdfagos a la
alimentacion sanguinea implica el enfrentamiento con un sistema

hemostatico muy eficiente. Cabe destacar que distintos grupos de
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organismos hematéfagos han desarrollado, a partir de un ancestro no
hematéfago, mecanismos semejantes de inhibicion del sistema

hemostatico del hospedador (Law y col., 1992).

Efectos sobre el hospedero.

La actividad de los artréopodos parasitos determina diversos efectos
directos e indirectos sobre sus hospedadores. Entre los efectos directos

cabe destacar:

1. La pérdida de sangre, que ocasiona debilitamiento o incluso anemia
cuando un numero elevado de ectoparasitos afectan a un
hospedador.

2. Desarrollo de miasis.

3. Inflamacion de la piel y prurito, frecuentemente acompafiado por
pérdida de pelo (alopecia) o engrosamiento de la piel
(liquenificacion).

4. Respuestas toxica y alérgica provocadas por los antigenos y
sustancias anticoagulantes presentes en la saliva de los artréopodos
inoculada durante el proceso de alimentaciéon (Marquez-liménez y

col., 2005).
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Ademds de dichos efectos directos, uno de los principales roles
desarrollados por los ectoparasitos es su accion como vectores de agentes
patégenos, siendo las garrapatas el grupo que transmite la mayor
diversidad de agentes: virus, bacterias, protozoarios, y nematodos. Los
virus y las bacterias se transmiten directamente al hospedador, de modo
que los ectoparasitos actlan como vectores mecanicos. Sin embargo, los
protozoarios y nematodos precisan desarrollarse en el vector; por lo que
en estos casos el artropodo actia como un hospedador intermediario o
definitivo dependiendo del tipo de reproduccidén que el agente realice en
el mismo. Una vez que el agente patdégeno se desarrolla en el vector
adquiere capacidad infectiva, de forma que puede ser transmitido a un
nuevo hospedador cuando el vector se alimenta sobre él. A diferencia de
la transmisidn mecanica, la transmisidn biolégica requiere el transcurso de
un periodo de tiempo desde que se produce la adquisicién del agente
patogeno hasta que este madura y se transforma en infectante. El vector
puede continuar infectando hospedadores durante el resto de su vida
(Marquez-Jiménez 2005).

Algunas veces el agente patdgeno puede residir en un gran numero de

hospedadores vertebrados alternativos que pueden ser inmunes o verse

54



ligeramente afectados por la accidon patdgena. Estos son los llamados

reservorios de la enfermedad (Marquez-Jiménez 2005).

De aqui en mas me referiré a los artrépodos de la familia Ixodidae, que es

la mas relevante desde el punto de vista de la transmisién de

enfermedades rickettsiales, tanto a los animales como al hombre.

Morfologia general de los ixodidos.

Las garrapatas son acaros relativamente grandes, con una longitud entre 2
y 20 mm. Antes de alimentarse presentan un cuerpo comprimido
dorsoventralmente, similar al de otros acaros, que se encuentra dividido
en dos porciones: capitulo (o gnatosoma) e idiosoma. El capitulo es la
porcidon mas anterior y contiene: una estructura impar, el hipostoma, y
dos estructuras pares, los queliceros (bisegmentados e incluidos en la
vaina de los queliceros), y los palpos (tetrasegmentados, dispuestos
lateralmente y con capacidad sensorial). El cuarto artejo de los palpos se
encuentra reducido, situandose en la porcién ventral del tercer artejo, y
aparece constituido por gran cantidad de setas sensoriales. El extremo de
los queliceros es plano, de forma triangular, presentando una serie de

dientes orientados lateralmente que se encuentran extremadamente
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esclerotizados. Los queliceros se mueven hacia delante y hacia atras
dentro de la vaina que los protege, cortando la piel del hospedador
durante la alimentacidn. Las coxas de los palpos se encuentran fusionadas
dando origen a la base del capitulo, cuya forma es caracteristica de los
distintos géneros. La porcidn ventral anterior de la base del capitulo se
extiende anteriormente con el hipostoma, estructura media impar
formada por la fuerte union de dos piezas y que presenta una densa
denticulacién en la porcion que se encontrara en contacto con la piel del
hospedador. Los dientes de las distintas filas del hipostoma se orientan
hacia la porcidn posterior de |la garrapata, sirviendo de estructura de
sujecidon. En la cara dorsal de la base del capitulo de las hembras se
localizan las areas porosas, en las que secretan gran nimero de glandulas
secretoras de feromonas.

Las garrapatas duras se mantienen fijadas durante varios dias a la piel del
hospedador, periodo en el que se produce la alimentacion. En aquellas
especies en las que queliceros e hipostoma son largos su accién es
suficiente para mantenerlas fijadas; sin embargo, en las especies que
presentan queliceros e hipostoma cortos, al proceso de fijacidon
contribuyen ademas las sustancias cementantes que son liberadas con la

saliva del artrépodo. Una vez se ha completado la fijacion al hospedador,
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los palpos aparecen lateralmente extendidos. El proceso de alimentacion
implica la liberacion de cierto volumen de saliva por parte de la garrapata,
con propiedades farmacoldgicas, que se prolonga durante la mayor parte
del proceso de alimentacidn. El trafico de sangre desde el hospedadory la
saliva que este recibe posibilita la transferencia de distintos agentes
patdégenos entre uno y otro. El proceso de alimentacién se desarrolla
durante varios dias, prolongandose sucesivamente en larvas, ninfas y
adultos hembra. Los machos de numerosas especies, a pesar de
mantenerse fijados en la piel, no incrementan su volumen corporal,
mientras que los otros estadios del ciclo vital, especialmente las hembras,
pueden incrementar su masa corporal en aproximadamente 100 veces. Sin
embargo, el volumen de sangre ingerida es muy superior a este
incremento de peso o volumen, por cuanto, poco después de que la
sangre sea ingerida, se inicia la digestién de la misma y la excrecion del
exceso de agua, sales minerales y parte de los desechos del metabolismo,
fundamentalmente a través de la saliva.

Conforme la garrapata completa su alimentacion, el angulo que forma con
respecto a la piel se va incrementando, de forma que los animales
alimentados se encuentran orientados perpendicularmente con respecto

a ésta. Las garrapatas inducen una respuesta inmunitaria tanto innata
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como especifica, lo que determina que en un hospedador resistente tanto
la viabilidad de las garrapatas como su carga parasitaria se reduzcan,
provocando en algunos casos la muerte de la garrapata. La actividad
inmunomoduladora local de la saliva en el sitio de fijacion de la garrapata
favorece el proceso de alimentacion de ésta, facilitando de forma
indirecta la transmisidn bidireccional exitosa de distintos patégenos
(Ribeiro, 1989). En sentido contrario, la inmunizaciéon del hospedador
frente a los antigenos presentes en la saliva de la garrapata provoca el
desarrollo de la respuesta defensiva del hospedador, que puede
extenderse a los organismos patdgenos que son transmitidos (Wikel,
1996, 1999).

En la porcién dorsal o dorsal anterior del idiosoma aparece una zona
esclerotizada que recibe el nombre de escudo dorsal. En los machos esta
estructura recubre toda la superficie del idiosoma, mientras que en las
hembras y ninfas, el escudo es incompleto, recubriendo exclusivamente la
porcidn anterior. En los géneros de garrapatas que presentan ojos, éstos
se situan en los margenes laterales del escudo dorsal. Algunos géneros
presentan un escudo ornamentado en el que aparecen manchas o bandas.
En la porcion ventral del idiosoma se encuentran las patas. Mientras que

los adultos y las ninfas presentan cuatro pares de patas, las larvas sélo
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tienen tres pares. Cada pata se encuentra unida al cuerpo por la
correspondiente coxa, que con frecuencia aparece con una o dos espinas,
gue pueden ser interna/s y/o externa/s (Marquez-Jiménez 2005). Cada
pata presenta ademas: trocanter, fémur, rodilla o genu, tibia y tarso, el
gue termina en un par de ufias y una estructura intermedia a modo de
lenglieta, el pulvillo o cardncula (Onofrio y col., 2006). En la parte media
dorsal de los tarsos del primer par de patas aparece una estructura
sensorial especial, el 6rgano de Haller, provisto de numerosas setas
sensoriales que actuan como quimiorreceptores e intervienen en la
deteccién del hospedador.

Las larvas de las garrapatas duras carecen de sistema respiratorio
traqueal, que se encuentra, sin embargo, presente en las ninfas y los
adultos. Dicho sistema consiste en traqueas ramificadas, y se evidencia
morfolédgicamente externamente por un par de espiraculos que se
encuentran situados lateralmente en la regidon ventral, tras las coxas del
cuarto par de patas, y constituyen la terminacidn de ese sistema traqueal
de estos acaros. El espiraculo se encuentra rodeado por una placa
estigmatica cuya forma tiene interés taxondmico, pudiendo ser circular,

oval o en forma de coma.
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Las larvas y las ninfas no presentan diferenciacién sexual, por lo que
Unicamente en el caso de los adultos, que poseen sexo definido, se
observa dimorfismo sexual.

Tanto machos como hembras presentan una abertura genital o gonoporo,
situado ventralmente en el idiosoma entre las coxas del segundo par de
patas. El ano también se situa ventromedialmente, en el extremo
posterior del cuerpo, por detras del cuarto par de patas, estando rodeado
por el surco anal, cuya posicion posee importancia taxondmica. Cuando
dicho surco esta hacia anterior, la garrapata sera prostriata (género
Ixodes), mientras que cuando estda hacia posterior, la garrapata serd
metastriata (restantes géneros).

El encuentro de machos y hembras se suele producir en el hospedador,
facilitado por la emisién por parte de las hembras de feromonas de
agregacion y de reconocimiento sexual. Puesto que los machos carecen de
estructuras genitales externas, la transferencia de los espermatozoides se
realiza a través de un espermatdforo de forma esférica que es manipulado
por los queliceros del macho e introducido en el gonoporo de la hembra

(Marquez-Jiménez 2005).
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Ciclo de vida de los Ixodidos

El ciclo vital de los ixddidos presenta cuatro estadios, que son: huevo,
larva, ninfa y adulto (Marquez-Jimenez 2005). A su vez, entre los distintos
estadios sufren mudas, pasando por etapas de “meta”, los que se suceden
generalmente en el ambiente e incluyen: metalarva y metaninfa. El paso
de un estadio postembrionario al siguiente implica la ingesta de un gran
volumen de sangre de un hospedador, la digestion de la misma, asi como
cambios morfo-anatdémicos, los que concluyen con la muda del tegumento
y un periodo considerable de vida libre a la busqueda de un nuevo
hospedador.

Se calcula que el tiempo que una garrapata dura pasa sobre el hospedador
es de aproximadamente el 10% del tiempo total de su ciclo vital. Cada
hembra produce un elevadisimo numero de huevos, lo que permite
mantener los niveles de las poblaciones de garrapatas en condiciones
naturales.

La mayor parte de las garrapatas son relativamente inmoviles, por lo que
permanecen en la vegetacion o en los nidos y madrigueras a la espera de
un hospedador. Habitualmente, las garrapatas se localizan en la
vegetacion a diferentes alturas en funcién del grupo de hospedadores que

va a utilizar cada estadio (reptiles, aves o distintos mamiferos, dentro de
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los que encontramos roedores, lagomorfos, rumiantes y carnivoros).
Mediante distintos quimiorreceptores, particularmente los situados en el
organo de Haller, son capaces de detectar diferencias en las presiones
parciales de anhidrido carbdnico y olores caracteristicos emitidos por el
hospedador. Cuando perciben la presencia de un hospedador dirigen el
primer par de patas en la direccidon de la que procede el estimulo y se
preparan para, una vez transferidos por contacto, aferrarse al cuerpo del
potencial hospedador. Posteriormente, la garrapata se desplaza hasta
alcanzar el lugar de fijacidon predilecto. Cada uno de los estadios de una
especie suele seleccionar una zona de fijacion caracteristica (Marquez-
Jiménez 2005).

La bioecologia de las garrapatas es el resultado de un proceso de
adaptacion a las condiciones medioambientales y la disponibilidad de
hospedadores adecuados para cada uno de los estadios que aparecen en
su ciclo bioldgico. El desarrollo del ciclo vital de una garrapata se
encuentra estrechamente relacionado con la presencia efectiva de
hospedadores adecuados en su area bioldgica, asi como con la existencia
de un microhabitat en el que sucedan las condiciones microclimaticas
favorables. El gran nimero de combinaciones posibles entre condiciones

ambientales y disponibilidad de hospedadores determina la gran cantidad
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de tipos evolutivos que aparecen en los ixddidos. Asi, se distinguen ciclos
en los que intervienen tres, dos y un unico hospedador. En los ciclos
trifasicos, sin duda los mas frecuentes, larva, ninfa y adulto se alimentan
sobre hospedadores distintos (de la misma o distinta especie), de modo
que la busqueda de un hospedador se produce tres veces,
desprendiéndose la garrapata del hospedador correspondiente al final del
proceso de alimentacidon. En los ciclos difasicos, los tres estadios
evolucionan en dos hospedadores diferenciados individualmente, de la
misma o distintas especies. Durante la primera fase parasita, la larva
realiza la muda in situ en su lugar de emplazamiento sobre el hospedador,
de modo que la ninfa emergente se fija a ese mismo hospedador. En este
caso, la busqueda de un hospedador se realiza dos veces a lo largo del
ciclo vital de la garrapata.

En los ciclos monofasicos los tres estadios se alimentan sobre un unico
hospedador, de modo que desde el momento en que se fija la larva e
inicia el proceso de alimentacion la garrapata permanece asida hasta que
se desprende como adulto macho o como hembra alimentada y
fecundada. Este ultimo tipo de ciclo es el menos frecuente, habiéndose
descrito para distintas especies de Rhipicephalus del subgénero Boophilus

(Murrell y col., 2000; Beati y Keirans, 2001).
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Patologia y capacidad vectorial

Tal como fue mencionado anteriormente, como consecuencia de sus
habitos hematdfagos, las garrapatas tienen un papel relevante en la
transmisién de distintos organismos patégenos (virus, espiroquetas,
agentes rickettsiales, protozoos y nematodos), muchos de los cuales
constituyen los agentes etioldgicos de distintas enfermedades zoondticas
que afectan al hombre y los animales domésticos y silvestres.

El potencial vectorial de las garrapatas se justifica en razon de:

1. Lo prolongado de su periodo de alimentacion, que permite la
transmision bidireccional de los agentes patégenos.

2. Digestiodn intracelular de la sangre ingerida.

3. La transmisién transestadial (larva - ninfa = adulto) y transovdrica
(transmision vertical, de la hembra a la siguiente generacién a
través del ovario) de distintos agentes (algunas especies del género
Rickettsia por ejemplo).

4. La coincidencia durante la alimentacion de distintos estadios de una
misma especie, lo que favorece la transmision horizontal de los

agentes patégenos.
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. Su capacidad para alimentarse sobre distintos hospedadores, que
permite la transmision de los agentes patdgenos de unos
hospedadores a otros.

. Su enorme potencial de dispersidon firmemente aferradas a la piel de
sus hospedadores.

. El potencial reproductor de las hembras, capaces de depositar
cientos o miles de huevos y que posibilita un crecimiento rapido de
las poblaciones de estos parasitos.

. Su capacidad para mantenerse vivas tras largos periodos de

inanicion.
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Garrapatas presentes en el Uruguay

Siguiendo la nomenclatura de Venzal (2008); para el estatus de las
garrapatas en el pais se emplean los siguientes términos: residentes
(segun si fueron hallados alguno o todos sus estadios, o si se ha vuelto a
comprobar su presencia en el pais), accidentales (especies que penetran
accidentalmente con su hospedador pero que no se reproducen en el
pais), a confirmar (especies con registros muy antiguos o dudosos, de las

gue se necesita nueva evidencia para confirmar su presencia en el pais).

Familia Ixodidae Murray, 1877

Garrapatas residentes:

Género Amblyomma Koch, 1844
Amblyomma aureolatum (Pallas, 1772)
Amblyomma auricularium (Conil, 1878)
Amblyomma dubitatum Neumann, 1899
Amblyomma longirostre (Koch, 1844)
Amblyomma pseudoconcolor Aragao, 1908
Amblyomma tigrinum Koch, 1844

Amblyomma triste Koch, 1844
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Género Haemaphysalis Koch, 1844

Haemaphysalis juxtakochi Cooley, 1946

Género Ixodes Latreille, 1795
Ixodes auritulus Neumann, 1904
Ixodes longiscutatus Boero, 1944
Ixodes loricatus Neumann, 1899

Ixodes pararicinus Keirans & Clifford, 1985

Género Rhipicephalus Koch, 1844

Rhipicephalus sanguineus (Latreille, 1806)

Rhipicephalus (Boophilus) microplus (Canestrini, 1887)

Garrapatas de hallazgo accidental en Uruguay

Amblyomma argentinae Neumann, 1905

Amblyomma latum Koch, 1844

Ixodidos cuya presencia debe ser confirmada en Uruguay

Amblyomma cajennense (Fabricius, 1787)

Amblyomma neumanni Ribaga, 1902
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Amblyomma rotundatum Koch, 1844

A continuacion se detalla informacidn respecto a las principales especies
de ixédidos que parasitan a los caninos domésticos en el Uruguay; las que
pertenecen a dos géneros: Rhipicephalus y Amblyomma.

Se provee informacién actualizada de la distribucién geografica,

importancia sanitaria y hospedadores para cada una de ellas.

Género: Rhipicephalus

Especie: R. sanguineus (Latreille, 1806)

La primera referencia de esta especie para Uruguay es de Calzada (1935),
posteriormente es sefalada para perros por Rodriguez Gonzalez y
Lujambio (1954). Venzal y col., (2001, 2003a) la mencionan para todo el
pais, parasitando principalmente perros de ciudad y, en algunos casos, en
perros rurales de los cascos de las estancias. También en Uruguay se la
detecté en bovinos y humanos (D.G.S.V/Sanidad Animal Proyecto BID,

1994; Venzal y col., 2003b).
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En la colecciéon del Departamento de Parasitologia Veterinaria, de la
Facultad de Veterinaria, UdelaR (DPVURU) hay un lote que contiene un
macho colectado sobre un gato en el departamento de Montevideo.
Hospedadores: humano (M-H); mamiferos domésticos: perro (M-H-N-L),
gato (M), bovino.

Distribucion: practicamente todo el pais. En DPVURU existen lotes
procedentes de los departamentos de Artigas, Canelones, Colonia,
Durazno, Florida, Lavalleja, Maldonado, Montevideo, Paysandu, Salto, San
José, Rocha y Tacuarembd.

Estatus en Uruguay: especie residente.

Importancia sanitaria: esta especie es un reconocido vector de
enfermedades a los perros en todo el mundo. Entre las mas importantes
estan las babesiosis caninas causadas por Babesia canis, B. gibsoni y B.
vogeli y la ehrlichiosis canina por Ehrlichia canis (Walker y col., 2000; Shaw
y col., 2001; Uilenberg, 2006). También transmite otros dos agentes de
enfermedades consideradas de menor patogenicidad como
Haemobartonella canis y Hepatozoon canis.

Ademas, esta implicada en la transmision de especies de Rickettsia que

afectan al humano, siendo el vector primario de la fiebre botonosa del
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mediterraneo o fiebre de Marsella por Rickettsia conorii (Walker y col.,
2000).

En Uruguay se trata de una garrapata muy frecuente en perros, pero ha
sido citada en pocas oportunidades en la literatura del pais. Venzal y col.,
(2007) buscaron mediante PCR la presencia de bacterias de la familia
Anaplasmataceae y en particular de Anaplasma o Ehrlichia, pero con
resultados negativos. Utilizando la misma técnica, también se testaron las
mismas garrapatas para la deteccion de rickettsias, obteniéndose el
mismo resultado.

Actualmente existe un gran debate acerca de esta especie de ixédido, no
solo respecto al complejo al que pertenece, sino incluso sobre la validez
del nombre R. sanguineus sensu stricto. Esto ultimo se debe a la escueta
descripcidon original, al extravio del ejemplar tipo correspondiente, asi
como a las similitudes morfoldgicas entre las especies conocidas hasta
hoy, y a la gran diversidad intraespecifica. Ya han sido demostradas
grandes diferencias bioldgicas y filogenéticas dentro de los que hoy
conocemos como R. sanguineous en el nuevo mundo (Szabd y col., 2005;

Moraes-Filho y col., 2011)
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En cuanto a la actividad estacional de R. sanguineus, la misma fue
estudiada sobre perros en el Sur de Uruguay, observandose que la
actividad parasitaria de los adultos se registra desde agosto hasta octubre,
alcanzando el maximo poblacional en primavera. Los adultos estan
ausentes entre abril y julio. Los inmaduros tienen su maxima actividad en

verano, luego del pico primaveral de los adultos (Venzal y col., 2007).

Género: Amblyomma
La informacién que se detalla a continuacidon corresponde a una

actualizacion realizada por Martins y col., (2014).

Especie: A. aureolatum (Pallas, 1772)

Distribucion geografica: reportada para los departamentos de Artigas,

Colonia, Maldonado, Rio Negro, Rocha, Salto y Tacuarembd (Venzal y col.,
2003c; Martins y col., 2014).

Importancia _meédico-veterinaria: si bien en Uruguay aun no se ha

determinado su importancia sanitaria, esta especie ha sido identificada
como vector de Rickettsia rickettsii en Brasil (Pinter y Labruna, 2006); y
también se la ha hallado infectada por Rickettsia bellii en ese mismo pais

(Pinter y Labruna, 2006; Horta y col., 2007). Ha sido senalada como
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posible vector de la babesiosis canina (Aragdo, 1936) y se considera como
el posible vector natural de Rangelia vitalii, agente causante de la
rangeliosis canina (Loretti y Barros, 2005; Soares y col., 2011). La
rangeliosis canina en Uruguay ha sido reportada en el departamento de
Artigas, diagnosticdndose como agente a “Babesia vitalii” (Sarasua vy
Donati, 1976).

Hospedadores: los adultos de esta garrapata se alimentan sobre una

variedad de hospedadores medianos a grandes, incluyendo al perro (Canis
familiaris), bovino (Bos taurus), zorro perro (Cerdocyon thous), y mano
pelada (Procyon cancrivorus) (Venzal y col., 2003a). Con respecto a los
estadios inmaduros, larvas han sido recuperadas de aves de dos especies
diferentes; zorzal collar blanco (Turdus albicollis), y zorzal comun (T.
rufiventris) (Venzal y col., 2005). En la coleccion DPVURU también hay
material de ninfas colectadas sobre guazubira (Mazama gouazoubira) y un

adulto sobre un puma (Puma concolor) mantenido en cautiverio.

Especie: A. tigrinum Koch, 1844

Distribucién geografica: es probable que su distribucién abarque todo el

territorio nacional, hasta el momento se poseen referencias y material

depositado en coleccion de los departamentos de Artigas, Canelones,
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Cerro Largo, Colonia, Durazno, Flores, Florida, Lavalleja, Maldonado,
Montevideo, Paysandu, Rocha, Salto, San José y Soriano (Kohls, 1956;
Sampaio y Larrosa, 1992; Venzal y col., 2003a).

Importancia _médico-veterinaria: Esta especie se encuentra reportada

parasitando al humano en Uruguay (Venzal y col., 2003d). En Bolivia ha
sido hallada infectada por R. parkeri (Tomassone y col., 2010b) y en
Argentina por R. bellii (Tomassone y col., 2010a) y Coxiella burnetii, esta
ultima es el agente de la fiebre Q (Pacheco y col., 2013). Si bien el
parasitismo a humanos es poco frecuente en Uruguay y demas paises de
la region, es una especie a tener en cuenta ya que podria transmitir a R.
parkeri, asi como también podria participar del ciclo enzodtico de la fiebre
Q. Es una especie hallada comunmente parasitando perros, pero aun no
se comprobado que les transmita ninguna enfermedad.

Hospedadores: Los adultos se alimentan sobre una amplia variedad de

hospedadores mamiferos incluyendo al perro (C. familiaris), ovino (Ovis
aries), bovino (B. taurus), equino (Equus caballus), jabali (Sus scrofa), zorro
perro (C. thous), y humano (Sampaio y Larrosa, 1992; Venzal y col., 20033,
2003b), en la coleccién DPVURU se posee un registro sobre zorro gris

(Lycalopex gymnocercus). Se han hallado larvas en las aves trepador
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grande (Drymornis bridgesii) y sabid comun (T. amaurochalinus) (Venzal y
col., 2003a).

Especie: A. triste Koch, 1844

Esta especie pertenece al “complejo Amblyomma maculatum”, el que
también incluye a A. maculatum Koch 1844, y A. tigrinum Koch 1844
(Estrada-Pefia y col., 2005).

Distribucién geografica: se ha reportado para los Departamentos costeros

al Rio de la Plata y Océano Atlantico: Canelones, Colonia, Maldonado,
Montevideo, San José y Rocha (Venzal y col., 2003a, 2003c, 2004, 20083;
Guglielmone y col., 2006; Venzal, 2008).

Importancia medico-veterinaria: es la principal especie de garrapata que

parasita al humano en Uruguay, siendo muy agresiva. En Argentina, Brasil
y Uruguay, ha sido hallada infectada con R. parkeri (Nava y col., 20083;
Cicuttin y Nava, 2013; Silveira y col., 2007; Venzal y col., 2004; Pacheco y
col., 2006; Venzal y col., 2012). Casos de fiebre manchada atribuidos a R.
parkeri y cuyo probable vector fue A. triste fueron confirmados para
Argentina y Uruguay (Seijo y col., 2007; Romer vy col., 2011; Conti-Diaz y
col., 2009; Portillo y col., en prensa). En Uruguay los casos de rickettsiosis
humana han sido reportados en diferentes departamentos del sur del pais

(Conti-Diaz y col., 1990, 2009; Conti-Diaz, 2001; Portillo y col., en prensa).
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En ejemplares de A. triste de Uruguay también se buscaron otros posibles
patdgenos, y si bien se obtuvieron resultados positivos, los mismos
correspondieron a bacterias endosimbiontes de garrapatas. Una de ellas
es una Alfa-Proteobacteria que pertenece al orden Rickettsiales y la otra
una Gamma Proteobacteria relacionada con el género Francisella (Venzal,
2008; Venzal y col., 2008c).

Si bien los perros son frecuentemente parasitados por A. triste, no se ha
comprobado la transmisiéon de enfermedades por parte de la misma,
aunque, R. parkeri ha sido determinada mediante biologia molecular en
sangre de perros en Bolivia y Estados Unidos (Tomassone y col., 2010b;
Grasperge y col., 2012).

Hospedadores: los adultos se alimentan de medianos y grandes

mamiferos: perro (C. familiaris), cabra (Capra hircus), bovino (B. taurus),
caballo (E. caballus), venado de campo (Ozotoceros bezoarticus), ledn (P.
leo) (de semicautiverio), y humano (Venzal, 2008; Venzal y col., 20033,
2004, 2008a; Guglielmone y col., 2006). Las ninfas han sido halladas
principalmente en apered (Cavia aperea), ratédn oscuro (Necromys
obscurus), ratén colilargo chico (Oligoryzomys flavescens), raton hocicudo
(Oxymycterus nasutus), rata de pajonal (Scapteromys tumidus), y

comadreja colorada chica (Monodelphis dimidiata), y registros ocasionales
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en perro (C. familiaris) y murciélago de vientre blanco (Myotis albescens)
(Venzal, 2008; Venzal y col., 2003a, 2008a). Las larvas también han sido
halladas en algunos de los hospedadores mencionados para el estadio
ninfal: ratén colilargo chico (O. flavescens), ratén hocicudo (O. nasutus),
rata de pajonal (S. tumidus), y comadreja colorada chica (M. dimidiata)

(Venzal y col., 2003a, 2008a).
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MATERIALES Y METODOS

Area de trabajo

La Republica Oriental del Uruguay se situa en la regién templada del
Sureste de América del Sur. Con respecto a las coordenadas se sitla entre
los paralelos 30 y 35 S y los meridianos 53 y 58 O. Los limites del pais son
al Norte y Este con la Republica Federativa del Brasil, al Oeste con la
Republica Argentina, al Sur con el Rio de la Plata y al Este con el Océano
Atlantico.

Biogeograficamente se encuentra en el Distrito Uruguayense de la
Provincia Pampeana, region Neotropical. Este distrito se extiende también
por el estado brasilefio de Rio Grande do Sul y parte de las Provincias
Argentinas de Entre Rios y Santa Fe (Chebataroff, 1951, 1955; Cabrera y
Willink, 1973). El mismo se caracteriza por la dominancia de ambientes de
praderas subtropicales y clima templado subtropical sub-himedo, con una
temperatura media anual de 17 a 18 2C y precipitaciones de entre 1000 y

1200 mm. anuales.

Este trabajo se realizé en 4 Departamentos del pais, localizados todos ellos
en el Sur, costeros al Rio de la Plata o al océano Atlantico. Los

Departamentos muestreados y estudiados fueron: Canelones, Maldonado,
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Montevideo, y Rocha. Estos Departamentos estan incluidos dentro del
area que se considera endémica para la rickettsiosis por R. parkeri en el

territorio uruguayo.

Colecta de muestras de sangre de caninos domésticos

Tal como se menciond en la seccidn anterior de este trabajo, el objetivo
general implica un analisis seroldgico de caninos domésticos. Para
conformar la seroteca correspondiente, en primer lugar se determind el
numero de muestras que se iba a analizar, asi como las condiciones de
trabajo.

Para el nUmero de sueros, se realizd el calculo estadistico correspondiente
al tamano de muestra, tomando como infinito a la poblacidon de caninos
domeésticos en el area de trabajo, y se tomaron los datos de prevalencia de
las referencias mds cercanas (Saito y cols., 2008). Asi, el tamafio de
muestra requerido fue de 293 caninos.

El muestreo se realizé en el contexto de Jornadas de Castracion, bajo el
consentimiento tanto del Médico Veterinario a cargo de las mismas, como
de los duenos de los animales. Asi, se aprovechd la alta concentracion
animal, al igual que los procedimientos normales previos a la cirugia, es
decir, la colocaciéon de una via en los mismos, de forma de evitar el

manipular animales que no esta previsto que lo sean. Todos los
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procedimientos con animales fueron aprobados por la Comisién Honoraria
de Experimentacién Animal. Se obtuvieron aproximadamente 2-3 cc de
sangre por animal, y se registraron datos de sexo, edad y zona donde
reside y tiene acceso, ademas de la presencia de garrapatas, en la medida
qgue fue posible y no interferia con la dinamica de trabajo. La sangre se
colectd en el momento de colocacion de la via, antes del pasaje de la
anestesia para el procedimiento quirurgico. La misma se colocd en tubos
de plastico con tapa, de 80 x 12 mm, y se trasladd al laboratorio, donde
fue refrigerada hasta continuar el procedimiento.

Las colectas de suero se realizaron durante 15 meses, con el objetivo de
obtener muestras de todas las estaciones del ano y poder hacer

posteriormente un estudio comparativo.

Obtencion y almacenamiento del suero

Una vez obtenida la sangre, se procedid a centrifugarla a 2500 rpm por 15
minutos, de modo de lograr una éptima separacidon entre el suero y los
demas elementos constitutivos de la sangre. Si luego de dicho
procedimiento, el suero aun poseia elementos celulares de la sangre, se
repitié la centrifugacién en las mismas condiciones. Una vez obtenido un

suero lo mas claro y transparente posible, se lo almacend en tubos

80



eppendorfs de 1,5 ml de volumen debidamente rotulados, en freezer a -
20°C, hasta su posterior analisis por IFI.

Se muestrearon un total de 1547 caninos domésticos a lo largo del
muestreo, de los que se analizé por IFl un n de 1000; correspondiendo 289

averano, 222 a otoino, 214 a inviernoy 275 a primavera.

Colecta de garrapatas:

1. Sobre hospederos. Se colectaron ejemplares de garrapatas tanto de

perros como de roedores. En el primer caso correspondid
mayoritariamente a los mismos perros de los que se colectd sangre,
y en menor medida a garrapatas donadas por profesionales de
clinicas veterinarias.

Con respecto a los primeros, cada vez que fue posible en las
Jornadas, ademas de obtener la muestra de sangre se realizd una
inspeccion en busca de ixddidos, y cuando fue posible se registro y
se guardaron ejemplares en alcohol 95%. Los caninos eran
examinados una vez anestesiados para la cirugia, principalmente a
nivel craneal e interdigital, asi como también ventral, lugares de
predileccidon para dichos ectoparasitos. También se registré cuando

fue posible la edad de los perros, con la mayor exactitud posible.




En el caso de los roedores se realizaron 3 salidas de campo (ver mas
abajo). En cada captura, se identificé la especie de roedor, y ademas
de obtener una muestra de sangre, se procedid a revisar a los
roedores en busca de ectoparasitos. Todos los ixddidos colectados
fueron conservados y fijados en alcohol 95% y almacenados en el

laboratorio.

Luego, se procedid a la identificacién morfoldgica de los mismos
siguiendo a Martins y col. (2013) para los adultos y ninfas de
Amblyomma, y a Guimaraes vy col. (2001); Onofrio y col. (2006) para
el género Rhipicephalus. Por otro lado, para la identificacion de las
ninfas de Ixodes se utilizd Boero (1944; 1957) y Venzal y col.
(2008b). Paralelamente a la identificacidon, se realizdé el conteo,

registro y almacenamiento, para el posterior analisis molecular.

Tanto en el caso de los caninos como de los roedores, las garrapatas eran
colectadas de la misma forma, a saber: con una pinza con ranuras, de
punta fina, se tomaba el ectoparasito, sin hacer demasiada presion. La

sujecidn se realizaba en la parte anterior, de la base del capitulo, y con
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cuidado, se tiraba del ejemplar intentando no dejar el hipostoma
implantado en la piel del hospedero. Idealmente la fuerza para
desprender al ixdédido se hace en unos 90° respecto a la superficie del
animal. En el caso de los roedores, dado que son parasitados por los
estadios de larva y ninfa, ademds de hacer una inspeccion visual y llevar
adelante el procedimiento antes descrito, se empled un peine fino para

evitar que los ejemplares de menor tamano fueran ignorados.

2. Del ambiente. La colecta de garrapatas del ambiente se realizé a

través del uso de banderas por arrastre en la vegetacion de las
areas de muestreo, como se ha empleado en varios trabajos (Nava y
col., 2011; Venzal y col., 2008a). Las banderas fueron
confeccionadas con pafio de algoddn, de aproximadamente 120 cm
de largo y 80 cm de ancho, de color blanco, para facilitar la
observacion de los dcaros en las mismas. A su vez, en uno de los
lados menores se les adiciond una vara, a modo de facilitar el
arrastre por la vegetacion de bajo porte. Los ixddidos colectados
fueron guardados en alcohol 95%, y una vez en el laboratorio se

procedid a la identificacion, separacién por especie, conteo y
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almacenamiento. Todos se mantuvieron conservados en alcohol

95% hasta su posterior analisis.

Identificacion de las garrapatas

Las garrapatas colectadas se identificaron morfolégicamente a nivel
especifico, tanto adultos como ninfas, mediante observacidn en lupa
binocular, siguiendo las claves antes mencionadas.

Colecta de roedores

Se realizaron 3 salidas de campo para colecta de pequefios roedores. Dos
de dichas salidas fueron al Depto. de Maldonado, especificamente a la
Barra del Arroyo Maldonado, donde anteriormente ya se habian realizado
colectas de esos mamiferos por Venzal y col., (2008a). El otro muestreo se
realizé en el Dpto. de Canelones, en una chacra de la localidad de Pando.
En todos los casos se emplearon trampas tipo Shermann, ideales
principalmente para ratones, ratas y apereas. El nUmero de trampas y

duracioén de cada colecta se detallan en la Tabla 1.
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Tabla 1. Detalles de las colectas de campo.

Loc. Colecta Fecha N° noches | N°trampas | N°roedores
Barra Maldonado | 30-31/01/2012 1 117 3
Pando 16-17/02/2012 1 60 1
B. Maldonado 26-27/04/2012 1 72 5

Analisis serolégico. Inmunofluorescencia Indirecta

Los sueros caninos, asi como los de roedores se enfrentaron a antigenos
de tres especies de rickettsias: R. rhipicephali, R. felis y R. parkeri,
correspondiendo a las siguientes cepas: HJ5, Pedreira y At 24 (Silveira y
col., 2007) respectivamente, conforme técnica previamente descrita
(Horta y col., 2004; Zavala-Veldzquez y col., 1996). Sueros controles
positivos y negativos empleados en las reacciones provinieron de la
seroteca del estudio realizado por Piranda y col., (2008). Los conjugados
utilizados en las diluciones fueron los siguientes: para los sueros de
caninos se utilizd Anti-IgG de Canis familiaris marcado con Isotiocianato de
Fluoresceina, SIGMA®, en una diluciéon de 1:1000. Para S. tumidus se
empleé Anti-lgG de Rattus norvergicus marcado con lIsotiocianato de
Fluoresceina, SIGMA®, en una dilucion de 1:400. Para los sueros obtenidos
de O. nasutus, se usé Anti-lgG de ratén, marcado con Isotiocianato de

Fluoresceina, SIGMA®, a una dilucién de 1:400.
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Cuando se observd una reaccion positiva en la dilucion de Triagem
(sceening), 1:64, los sueros se testaron nuevamente por IFl, con el
objetivo de determinar el titulo final de la reaccién y adjudicar, en los
casos posibles, la especie de rickettsia responsable de la respuesta inmune
(Horta y col., 2004, 2007, Pena y col., 2009). Para las titulaciones, se partio
de la misma dilucién (1/64), y se procedid a realizar diluciones seriadas en

PBS, hasta que la muestra de suero dejara de ser seroreactiva.

Extraccion de ADN de garrapatas

Para la extraccion del material genético de los ixddidos se empled el Kit
comercial: Wizard® Genomic DNA Purification Kit de Promega; y se
siguieron las indicaciones del fabricante.

Se realizd extraccion de ADN individual de un total de 166 garrapatas de 4

especies. Los detalles se presentan en la Tabla 4.

Cuantificacion y determinacion de la pureza del ADN extraido

Las extracciones de ADN de garrapatas fueron analizadas mediante
espectrofotometro NanoDrop 2000 Thermo®, para determinar la

concentracion de la muestra extraida y la pureza de la misma. Para esto
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ultimo se utilizo la relacidn de absorbancia a las longitudes de onda

260/280 nm.

Analisis molecular de garrapatas en busca de ADN de Rickettsia spp.

Con el objetivo de determinar la presencia de ADN rickettsial en las

garrapatas sometidas a extraccion de ADN, se realizd la técnica de PCR

convencional, con primers que amplifican la regidén codificante para la

enzima citrato sintasa (gen g/tA). Este gen esta presente en todas las

especies de rickettsia por lo que es indicador de que existe en la muestra

ADN de Rickettsia spp.

Los primers que se emplearon para el presente estudio fueron CS-78 y CS-

323, como se muestra en la Tabla 2; los que amplifican un fragmento

génico de 401 pb.

Tabla 2. Primers empleados en las reacciones de PCR.

Gen y primers

Especificidad de la PCR

Secuencia de los primers (5’ > 3’)

Referencia

gltA

CS-78

CS-323

Rickettsia spp.

GAGAGAAAATTATATCCAAATGTTGAT

AGGGTCTTCGTGCATTTCTT

Labrunay col., 2004
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ompA

Rr 190.70

Rr 190.602

SFG

ATGGCGAATATTTCTCCAAAA

AGTGCAGCATTCGCTCCCCCT

Regnery col., 1991

Anadlisis molecular de garrapatas en busca de ADN de rickettsias

pertenecientes al SFG

Aguellas muestras de ADN que fueron positivas para la PCR anterior, es
decir, que poseian ADN correspondiente a Rickettsia spp., fueron
sometidas a una segunda PCR. Se emplearon los primers 190.70 y
190.602, que amplifican un fragmento del gen ompA, presente en todas
las especies del género Rickettsia que pertenecen al grupo de las fiebres
manchadas. Esta técnica se realizé de acuerdo a lo reportado por Regnery
y col., (1991), realizando la amplificacién de un fragmento del gen que
posee 532 pb.

En ambas PCRs se empled como control positivo ADN de R. parkeri cepa

NOD, aislada de A. nodosum. Como control negativo se utilizdé agua miliQ.

Electroforesis

Los productos amplificados de las reacciones de PCR convencional para los
genes gtlA, y ompA fueron visualizados con un equipo de eletroforesis en

gel de agarosa al 1,5% (100 ml TBE 0,5%; 1,5g agarose UltraPure™ Agarose




Invitrogen™), en cuba horizontal y tampdn TBE 0,5X (0,045 M Tris-borato;
0,001 M EDTA pH 8,0), corrido a un voltaje de 1 a 5 V/cm durante 30
minutos. El revelado de la corrida electroforética se realizé6 empleando un
colorante no toéxico, llamado Sybr safe®, siguiendo las recomendaciones
del fabricante. Dicho colorante se mezclé con el gel de agarosa luego de la
homogenizacién del mismo. Este colorante posee la misma sensibilidad
que el Bromuro de Etidio (C21H20BrN3) y una toxicidad menor. A
continuacion de la corrida, se procedio a la lectura/observacion del gel en
una camara oscura (Alphalmager®) que emite luz ultravioleta y un sistema
de software que capta la imagen y la transfiere a una computadora. Las
muestras que aparecieron como bandas a la misma altura que el control
positivo se consideraron positivas.

Las muestras positivas se mandaron secuenciar en el Laboratdrio de
Biologia Molecular Aplicada e Sorologia, da Faculdade de Veterindria e

Zootecnia, da Universidade de Sao Paulo, SP, Brasil.

Analisis estadistico de los datos

El analisis de los datos de IFl se realizé mediante test de Chi-cuadrado, y
diferencias entre proporciones. Se trabajé siempre con un intervalo de

confianza de 95%, por lo tanto un error a de 5%.
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Asi, se determind si existia relacion entre distintas variables:
seropositividad versus edad de los caninos; seropositividad versus
localidad de colecta y seropositividad versus estacién del afo. Cuando se
determind la existencia de una relacidén, se procedidé al andlisis por
diferencia de proporciones, con el fin de determinar cudl o cuales de las

categorias era/n la/s que presentaba/n diferencia significativa.
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RESULTADOS

Determinacion de la prevalencia de infeccion de Rickettsia spp. en
caninos domésticos residentes en la zona endémica de rickettsiosis en

Uruguay.

En el periodo comprendido entre Marzo de 2012 y Junio de 2013 se
colectaron un total de 1547 muestras de sangre de caninos domésticos
residentes en el area endémica de rickettsiosis en Uruguay, lo que
permitié conformar una seroteca en el Dpto. de Parasitologia Veterinaria,

FVET/UdelaR.

Para el analisis seroldgico se trabajé con un total de 1000 sueros,
correspondientes a todas las estaciones del afio y a los 4 Departamentos
estudiados.

Dichos sueros se procesaron por la técnica de IFl enfrentandose
individualmente a antigenos de tres especies de Rickettsia: R. rhipicephali,

R. felis y R. parkeri.

De los 1000 sueros analizados, 203 reaccionaron frente a al menos una
especie de Rickettsia, por lo que la prevalencia de Rickettsia spp. fue de
20.3% en la poblacion de estudio.

A su vez, es de notar que se observé seropositividad en animales en todas
las estaciones del afio y en todas las localidades analizadas y por lo tanto
en los 4 Departamentos. En la figura 1 se muestra como se observa una

lamina al microscopio de fluorescencia, a modo de ejemplo.
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Figura 1. Ldmina de IFl vista al microscopio de Fluorescencia. A La izquierda se observa una lamina correspondiente a

un suero positivo (reactivo) y a la derecha, una lamina correspondiente a un suero negativo (no reactivo).

Determinacion de la/s especies del género Rickettsia responsables por la

respuesta inmune en esos hospederos, y determinar la prevalencia de

la/s misma/s.

Para intentar determinar la especie de Rickettsia spp. responsable de la
respuesta inmune celular presente en los animales, se llevd a cabo la

titulacion de todos los sueros seropositivos, tal como se explicd en la

seccion de Material y Métodos.

Asi, se realizd la titulacion mediante diluciones seriadas de los 203 sueros
reactivos, pudiéndose adjudicar la especie de Rickettsia involucrada en la
respuesta inmune en 140 de las 203 muestras seropositivas. En las
restantes, los sueros no reaccionaron a una especie de patdgeno

particular con un titulo 4 veces mayor, por lo que no pudo sugerirse la

especie implicada.

Los titulos determinados por IFI fueron muy diversos, estando

93



comprendidos en el rango de 64 a 32.768 en las 203 muestras analizadas.

Como se menciond mas arriba, en 140 de los 203 sueros (69%), fue posible
mediante la titulacidn sugerir la especie de agente rickettsial con la que el
perro estuvo en contacto. En todos ellos la especie de Rickettsia implicada
fue R. parkeri, y por lo tanto dicha especie ha sido la Unica con la que los

caninos de la poblacién de estudio han estado en contacto.

Es asi, que la prevalencia de R. parkeri en los perros analizados en este
estudio es de al menos 14%, correspondiendo a 140 de los 1000
muestreados.

Los titulos para esta especie variaron desde 128 hasta 32.768, siendo este

ultimo valor considerablemente alto.

Relacién entre la edad de los caninos y la presencia de anticuerpos anti-

Rickettsia.

Primeramente se categorizaron las edades de los caninos arbitrariamente,
definiéndose 2 categorias, tomando como punto de corte la edad de un
afo: £ 1 ano y > 1 afo. Se registré la edad de un total de 660 caninos, de

los que 236 se ubicaban en la primer categoria y 424 en la segunda.

Mediante el analisis de Chi-cuadrado se analizé si existia una relacidon
entre la seropositividad y la edad de los perros de los que provinieron los
sueros testados, de acuerdo a las categorias antes mencionadas. Dicho

analisis determind que existe una diferencia estadisticamente significativa
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entre la proporcion de seropositivos y los rangos etarios para un nivel de
confianza de 95 %; indicando que hay una mayor proporcidon de positivos

en la categoria de animales > a 1 afio (p = 0.023).

Relacidon entre la region donde viven los caninos y la presencia de

anticuerpos anti-Rickettsia.

Igual que en apartado anterior, el primer paso fue determinar las areas
con el objetivo de definir la variable. De esta forma se decidio realizar dos

analisis independientes.

Por un lado se trabajé con cada uno de los Departamentos como area
individual, con excepcidon de Canelones, el que se subdividid en dos zonas
por la diferencia entre las mismas. Asi, se definieron 5 areas de trabajo, tal
como sigue: Canelones interior, Canelones costa, Maldonado, Montevideo
y Rocha. Paralelamente se realizd un analisis tomando Canelones como
unidad, quedando entonces las areas tal como los Departamentos:
Canelones, Maldonado, Montevideo y Rocha.

En ambos casos se realizd el test de Chi-cuadrado, comparando la
seropositividad respecto a las localidades. Las proporciones de

seropositividad se presentan en la Tabla 3.
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Tabla 3. Nimero de caninos analizados en cada una de las dreas y proporcion de seropositivos
correspondientes.

Localidad N° positives N° total Proporcion (+)
Canelones interior 97 415 23.4%
Canelones costa 26 172 15.1%
Canelones 123 587 21.0%
Maldonado 40 196 20.4%
Montevideo 9 76 11.8%
Rocha 31 141 22.0%

El analisis de Chi-cuadrado para determinar si existia una relacion entre las
zonas estudiadas y la presencia de anticuerpos en los animales demostro
gue no hay diferencia estadisticamente significativa entre la proporcion de
animales seropositivos y los sitios de colecta, para un intervalo de
confianza de 95 %. Sin embargo, cuando se toma al Dpto. de Canelones
dividido en dos, el resultado es muy cercano al limite de significancia, lo
que se traduce en una tendencia al acumulo de seropositivos en
Canelones interior. Asimismo, cuando se toma a dicho Dpto. como unidad,
la proporcidon de seropositividad disminuye, sugiriendo un efecto

diluyente de Canelones costa.

Relacién entre la estacion del afio y la presencia de anticuerpos anti-

Rickettsia.

Los 1000 sueros analizados por IFl correspondian a perros cuya colecta de
sangre se realizd en diferentes momentos del afio. Asi, se analizaron 289

muestras de verano, 222 de otofo, 214 de invierno, y 275 de primavera.
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El andlisis de Chi-cuadrado demostrd que existe una diferencia entre la
proporcion de seropositivos en relacidon a la estacion del ano. Se observé
un acumulo de muestras seropositivos en la primavera (p < 0.001); siendo
las proporciones: 16.6% en verano, 15.8% en otofio, 14.9% en invierno y

32.0% en primavera.

Correlacion de la dinamica de infeccion canina a lo largo de un afio con

respecto a la dinamica estacional de Amblyomma triste.

Para esto se empled la estacionalidad de A. triste determinada por Venzal
y col., (2008), considerando paralelamente la proporcién de caninos
seropositivos en cada una de las estaciones del afio. Asi, se observa que el
acumulo de perros positivos, y por lo tanto una mayor proporcidon de
seropositividad coincide con el pico estacional de los adultos de esta
especie de garrapata, en primavera (ver Fig. 2); mientras que a lo largo del
resto del ano la proporcion de animales seropositivos permanece
relativamente constante, incluso durante el pico estacional de larvas y

ninfas de A. triste.

97



Figura 2. Dinamica estacional

de A. triste en Uruguay
(Fuente: Venzal y col., 2008),
y proporcion de
seropositivos a lo largo del

ano: Azul, inmaduros de A.
triste; Rojo, adultos de A.

triste; Verde, proporcién de

perros seropositivos (los 4
tridangulos diferentes

representan los promedios

en cada estacion del afo).

Ene Feb Mar Abr May Jun Jul Ago Set Oct Nov Dic

Analisis de la presencia de anticuerpos anti-Rickettsia spp. en roedores
de la zona endémica de rickettsiosis en Uruguay; especie implicada en

dicha respuesta.

En las 3 salidas de campo realizadas, se logré colectar Unicamente 9
roedores. De ese total de animales, 5 fueron identificados como
Scapteromys tumidus, uno como Oxymicterus nasutus, y los 3 restantes no
pudieron ser identificados dadas las similitudes morfoldgicas entre
especies.

De todos ellos, exceptuando uno de los que no se identificd, se colectd

muestra de sangre, y se almacend el suero.

Con respecto a la presencia de ixddidos en estos vertebrados, se observo
en 3 de los 9 roedores, todos identificados como S. tumidus. Dos

ejemplares de esta especie, colectados en la primer salida de campo
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estaban parasitados por larvas, y principalmente ninfas de A. triste (n =
21). El otro ejemplar que presentd garrapatas, también correspondié a S.
tumidus, y los ixddidos fueron identificados como Ixodes longiscutatum (n

=2).

De aquellos 8 roedores de los que se logrd colectar sangre exitosamente,
se realizé el analisis del suero por IFl, y al igual que en el caso de los
caninos, los sueros fueron enfrentados a antigenos de 3 especies de
rickettsias: R. rhipicephali, R. felis, y R. parkeri. La proporcién de
seropositividad fue de 25 % (2/8).

La titulacion de esos dos sueros reaccionantes permitio identificar a R.
parkeri como la especie de Rickettsia involucrada en la respuesta inmune
en ambos casos; siendo los titulos de 512, y observandose reaccion

Unicamente frente a los antigenos de esa especie de patogeno.

Los dos roedores que estuvieron en contacto con R. parkeri, corresponden
a los dos individuos de la especie S. tumidus de la primer colecta, es decir
aquellos que estaban parasitados por A. triste en el momento de Ia

captura.

Determinacidn de la presencia de Rickettsia spp. del grupo de las fiebres
manchadas en ejemplares de A. triste de ambiente y de hospedero

colectados en el area endémica del Uruguay.

Se colectaron un total de 166 ixddidos a lo largo del trabajo. Dichas

garrapatas se distribuyen como sigue:
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Colecta del ambiente. A través del uso de banderas, se colectaron 53

ejemplares adultos de garrapatas, identificados todos como
pertenecientes a la especie A. triste.

Colecta de hospederos caninos. En las Jornadas de muestreo, se lograron

colectar ixddidos paralelamente a la obtencidén de muestras de sangre. De
esta forma se obtuvieron 85 garrapatas, pertenecientes a tres especies: R.
sanguineus, A. tigrinum vy A. triste.

Colecta de hospederos humanos. Solo se obtuvieron 3 ejemplares de

garrapatas que parasitaron humanos; las tres identificadas como A. triste.

Colecta de hospederos roedores. A través de las 3 colectas de roedores, se

obtuvieron 25 garrapatas, pertenecientes a dos especies diferentes: A.
triste e I. longiscutatum.
Los detalles de las cantidades y estadios de los ixddidos colectados se

muestran en la Tabla 4.

Luego de la extraccion de ADN (ver Material y Métodos), cada muestra se
sometio a PCR convencional, primeramente para determinar la presencia
de ADN de Rickettsia spp. Para esto se amplifico un fragmento del gen que
codifica para la enzima citrato sintasa, empleando los primers CS-78 y CS-
323 (Labruna y col., 2004). Las condiciones de termociclado fueron las
empleadas por los mismos autores.

De los 51 ejemplares de R. sanguineus procesados, todos fueron

negativos, por lo cual ninguno de ellos presentd ADN de Rickettsia spp.

Por otra parte, de los 106 ejemplares de A. triste que se sometieron a esta
PCR convencional, 9 (8.5%) exhibieron bandas en el gel de agarosa de 401

pb, a la altura del control positivo, considerandose entonces positivas y
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por lo tanto, infectadas por rickettsiales del género Rickettsia. En la figura
3 se muestra un gel de electroforesis a modo de ejemplo. Los detalles del

origen de estas garrapatas pueden observarse en la Tabla 4.

Tabla 4. Ixddidos colectados en el presente trabajo. Andlisis moleculares de los mismos.

Especie de garrapata y origen N estadio N°CS2 + | N°ompA + | Secuenciamiento
A.triste — ambiente 53 53A 3 3 R. parkeri
A.triste- canino 28 28 A 2 2 R. parkeri
A.trsite — humano 3 3A 0 -

A.triste - S. tumidus 22 22N 4 3 R. parkeri
A.tigrinum- canino 6 6A 4 4 R. parkeri

R. sanguineus- canino 51 21N30A 0 -

I.longiscutatum- S. tumidus 3 3N 1 0

Ademas de los ejemplares de R. sanguineus y A. triste, se sometieron a
misma PCR, los ADNs extraidos de A. tigrinum e I. longiscutatum. Con
respecto a la primer especie, de las 6 garrapatas procesadas, 4 (66.7%)
poseian ADN de Rickettsia spp., mientras que de la segunda, de los tres
analizados solamente uno se hallé infectado por este género de agente

rickettsial (ver Tabla 4).

Todos aquellos ejemplares de ixddidos positivos en la PCR convencional
para la enzima citrato sintasa, fueron sometidos a una segunda PCR,
convencional también, que amplifica un fragmento mayor de ADN, de 532
pb, correspondiente al gen que codifica la proteina de membrana OmpA.
Dicho gen, llamado ompA, solo se halla presente en las rickettsias del SFG.
De las 14 muestras positivas a la primer PCR, 12 también fueron positivas

a la segunda (ompA). En la figura 4 se muestra un gel de electroforesis a
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modo de ejemplo.

Por lo anterior, del total de 166 garrapatas analizadas en busca de
material genético de Rickettsia spp., solamente 14 presentaron ADN
blanco, de las cuales al menos 12 correspondian al grupo de las fiebres
manchadas. Considerando las especies colectadas y analizadas,
exceptuando R. sanguineus, las dos especies de Amblyomma y |la especie

de Ixodes se encontraron infectadas por ADN del género Rickettsia.

En el caso de Amblyomma, tanto A. triste como A. tigrinum, se determind
que la rickettsia en ellas presentes pertenecia al SFG, y al secuenciarse el
ADN amplificado del gen ompA, perteneciente a un ejemplar de cada una
de las especies, se logro identificar a nivel especifico el material genético,
como perteneciente a R. parkeri, con un 99% de similitud con EF102238 y
otras secuencias (ejemplar de A. triste obtenido de roedor, S. tumidus) y
un 100 % de similitud con KC003476 y otras secuencias (individuo de A.

tigrinum obtenido de canino doméstico).

En el caso de I. longiscutatum, no se logré determinar la especie de

Rickettsia presente en la misma.
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Figura 3. Gel de
electroforesis de
Agarosa 1.5% Del gen
gltA. C+:  control
positivo; C-: control
negativo; Cm: control
de la mix de PCR; 1-6:
muestras corridas.

Figura 4. Gel de
electroforesis de
Agarosa 1.5% Del gen
ompA. C+: control
positivo; C-: control
negativo; Cm: control
de la mix de PCR; 1-12:
muestras corridas.
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DISCUSION

A partir de la presente investigacion fue posible determinar la
prevalencia de Rickettsia spp. en la poblacién de estudio, conformada por
1000 caninos domésticos residentes en el area endémica de rickettsiosis
del grupo de las fiebres manchadas en el territorio uruguayo, siendo la
misma de 20.3 %. Si bien este valor no es despreciable en lo absoluto,
tampoco alcanzo los valores que podrian esperarse. Con esto ultimo hago
referencia al relevamiento seroldgico geografico mas cercano, llevado a
cabo en el sur de Rio Grande do Sul en Brasil, realizado por Saito y col.,
(2008), quienes obtuvieron una frecuencia de ocurrencia de 42.4%.

De la misma forma, nuestro trabajo evidencié una prevalencia de 14%
para R. parkeri, mientras que el trabajo de los investigadores antes
mencionados demostréd una frecuencia de ocurrencia de 25.7%. Las
diferencias observadas entre el presente trabajo y aquel realizado por
Saito y col., (2008), posiblemente se deban a que este ultimo tuvo como
target una poblacidn de caninos residentes en areas rurales, mientras que
nuestra investigacion se realizd principalmente en areas urbanas vy
suburbanas, y en menor medida en zonas rurales. De acuerdo a la

distribucion del vector, es esperable que la prevalencia sea mayor en
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zonas rurales, no obstante, los valores obtenidos en dareas urbanas vy
suburbanas son en contraste, relativamente altos.

A su vez, la Unica especie de Rickettsia cuya presencia se determind fue R.
parkeri, resultado que coincide con los analisis moleculares de garrapatas
realizados previamente a nivel nacional (Venzal y col., 2004; Venzal y col.,
2008a), por lo que es factible que el 20.3% de caninos domeésticos
seroreactivos correspondieran a 203 animales que habian tenido contacto
con dicha especie de agente rickettsial, solamente que los titulos de 63 de
dichos caninos no fueron lo suficientemente altos para lograr adjudicar la
especie. Con esto ultimo me refiero a que, o bien tuvieron un titulo de 64
o reaccionaron frente a mas de un antigeno pero a ninguno con al menos
un titulo 4 veces mayor. Independiente de las consideraciones hasta aqui
mencionadas, este es el primer trabajo que desarrolla un relevamiento
seroldgico en una poblacién de perros que viven en el drea endémica de
nuestro pais, por lo que los valores obtenidos constituyen una referencia

cuantitativa de ahora en mas.

De acuerdo a los resultados, R. parkeri es la Unica especie del género
circulando y establecida en el area, ya que como fue mencionado, no se
determind ningun individuo cuya respuesta inmune se adjudicara al

contacto previo con las especies a las que correspondian los restantes
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antigenos testados. Sin embargo, no se puede ignorar el hecho de que
muchos sueros reaccionaron frente a mas de un antigeno, aunque se deba
a la cldsica reaccién cruzada. Detallando: 92 sueros reaccionaron solo
frente a R. parkeri, 78 reaccionaron a R. parkeri y R. rhipicephali, 30
reaccionaron frente a los 3 antigenos R. parkeri, R. rhipicephaliy R. felis, y
solamente 3 sueros a R. parkeri y R. felis. Tal como se aprecia, si bien hay
sueros gque reaccionaron con mas de una especie, ningun suero reacciono

a otra especie sin reaccionar frente a R. parkeri.

Como se menciond en la seccidn anterior, caninos seroreactivos frente a la
especie en cuestion fueron hallados en los 4 Departamentos estudiados y
a lo largo de todas las estaciones del afio. Con respecto a la magnitud de la
respuesta observada frente a R. parkeri, el rango de los titulos es amplio,
cuyo minimo y maximo es 128 y 32.768 respectivamente; y siendo el titulo
mas frecuente o moda, 512, presente en 38 de los 140 animales. Es de
resaltar que los dos individuos con mayor titulo, uno con 16.384 y otro con
32.768 residian en areas rurales. Inclusive, si nos referimos a la poblacion
rural estudiada, que corresponde a 88 de los 1000 caninos, la prevalencia
de Rickettsia es de 30.7%, y la de R. parkeri es de 28.4%, manteniéndose el

rango de titulos presentado para la poblacién blanco original.
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El analisis de las caracteristicas de la poblacién canina, como ser
edad, area de residencia y estacién del afio, dejo en evidencia aspectos
interesantes con respecto a la epidemiologia de esta enfermedad en el
Uruguay. En primer lugar, se evidencié que los caninos mayores a 1 afio
presentan una proporcion de seropositividad mayor a aquellos
comprendidos en la franja etdrea menores a 1 afo. Esta conclusion es de
esperarse dado que aquellos caninos mayores a un afo, expuestos a una
generacion de garrapatas anual, tuvieron mas chance de infectarse, e
incluso reinfectarse, debido a repetidas exposiciones a ejemplares de A.
triste. A su vez, teniendo en cuenta que los anticuerpos pueden
mantenerse por periodos de hasta 3 afios (Breitschwerdt y col., 1988), es
l6gico pensar que en individuos mayores la presencia de anticuerpos sea
en una proporcion mayor, ya que estaremos considerando no sélo
aquellos animales que tuvieron una Unica oportunidad de infectarse, sino
aquellos que estuvieron expuestos a mas de una generacion de adultos,
por lo tanto con varias oportunidades de sufrir contacto con el agente, y
detectar esta respuesta hasta 3 aifos después de sucedida. Al realizarse el
analisis estadistico correspondiente a las localidades de colecta versus la
proporcion de seroreactivos, tanto en el que se divide en 4 como en 5

zonas no hay diferencias significativas. Sin embargo, la tendencia al
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acumulo de seropositivos en Canelones interior, que puede observarse en
las proporciones calculadas, es apoyada estadisticamente por la cercania
al valor de significancia. Las proporciones individuales muestran que para
Montevideo, la proporcidon de seropositivos a Rickettsia spp. es 11.9%,
mientras que para Canelones, Maldonado y Rocha esta entre 20.4 y 22 %;
por lo que estos ultimos Departamentos tienen valores muy similares
entre si y mayores al primero. Ahora, al separar Canelones en dos por las
caracteristicas fisicas de las areas, vemos que Canelones interior revela
una proporcion de 23.4% y Canelones costa de 15.1%. De esta forma se
aprecia un efecto de dilucion que ejerce el segundo sobre el primero
cuando se contrasta frente al global. Es mas, pareceria que Canelones
costa es mas similar a Montevideo que a Canelones interior a este

respecto.

En relacion a la dinamica estacional, la proporcidon de caninos
seropositivos en verano, otono e invierno es similar, variando entre 14.9%
y 16.6%; con un pico en primavera del 32%, quedando asi establecido un
claro acumulo de perros seropositivos en dicha estacién, coincidiendo con
el pico estacional de los adultos de A. triste, estadio que parasita a los
caninos. El hecho de observar una proporcién mayor en ese periodo del

ano posiblemente se deba a que hay un efecto aditivo; o sea, a la
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proporcion de seropositivos que se mantiene en la poblacion en las 3
estaciones restantes del afo se le suman las nuevas infecciones,
provenientes de la generacidon de garrapatas adultas del mismo afo. A su
vez, en la primavera se observa un aumento de los casos clinicos
humanos, tal como ha sido reportado por Conti-Diaz y col., (2009) y Venzal
(2013). En la primavera entonces ocurre el pico estacional de adultos del
vector, un aumento en la proporcion de caninos seropositivos asi como un

aumento en la cantidad de casos clinicos humanos.

Respecto a los hospederos de las larvas y ninfas de A. triste, solo se logro
colectar sangre de 8 animales. Sin embargo, la proporcidon de seropositivos
para Rickettsia spp. fue de 25%, la que se corresponde con la de R. parkeri,
ya que los sueros de los roedores solamente reaccionaron frente a dicha
especie, con titulos de 512, por lo que se sugiere que la respuesta
inmunitaria es resultado de contacto previo con R. parkeri. Estos
pequeios mamiferos correspondieron a ejemplares de S. tumidus, por lo
gue seria importante realizar un estudio mayor respecto a esta especie, ya
gue podria tener importancia en la dinamica de la enfermedad, infectando
a distintos estadios de la garrapata, posibilitando que a través de la
transmisidn transestadial del patdgeno alcance al estadio adulto e infecte

posteriormente a los caninos domésticos y al hombre.
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Recientemente se ha demostrado que R. parkeri ejerce un efecto
deletéreo en ninfas ingurgitadas de A. triste, por lo que se sugiere que si
bien la propia garrapata oficia como hospedero reservorio natural para el
patdgeno en cuestidn, seria necesaria la presencia de un vertebrado como
amplificador de la enfermedad para el mantenimiento a largo plazo (Nieri-
Bastos y col., 2013). De acuerdo a nuestros resultados, sugerimos que el
canino doméstico puede tener el rol de hospedero amplificador, siendo
consecuentemente un actor importante en la epidemiologia de la
rickettsiosis por R. parkeri en el drea endémica del Uruguay. El estatus
seroldgico de los perros es una fuerte evidencia del establecimiento de la
enfermedad en el sur del pais, y que tuvo como origen la adaptacion de la
garrapata vector a estos hospedadores, ya que como se ha mencionado
anteriormente y tal como reporta Venzal (2013), los hospedadores
naturales iniciales de A. triste en el territorio uruguayo se encuentran en
muy baja densidad o incluso ausentes. Asi, el canino ocupd el lugar de los
vertebrados a los que se hace referencia; y no sélo eso sino que es
susceptible a la infeccion por R. parkeri, generando una respuesta
inmunitaria, pero sin presentar signos o sintomas clinicos, aln con titulos
altos. Justamente por esto ultimo, es que la rickettsiosis no tiene hasta el

momento relevancia en la clinica de pequeinos animales y por lo tanto no
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se realiza ningln tipo de diagndstico en este tipo de animales. De todas
formas creo seria util emplearlo como indicador del riesgo de infeccion
humana en las zonas ubicadas dentro del area endémica como método de
vigilancia; de forma similar a lo propuesto por diversos autores, por

ejemplo para el caso del duo equinos/A. cajennense (Pinter y col., 2008).

A lo largo del trabajo se colectaron 166 garrapatas,
correspondientes a 4 especies y siendo de distintos origenes seglin y de

acuerdo al estadio de la especie en cuestién (ver Tabla 4).

A partir de los analisis moleculares de los ejemplares por PCR empleando
primers para la amplificacién de un fragmento del gen que codifica para la
enzima citrato sintasa, se obtuvieron 14 garrapatas positivas, por lo tanto
infectadas con Rickettsia spp. Luego de someter el ADN extraido de estos
ejemplares a una segunda PCR, que amplifica un fragmento del gen
codificante para ompA, 12 dieron positivo nuevamente, por lo que se
determind asi que estaban infectados por rickettsias del SFG. Tras el
secuenciamiento de dichos productos, solamente se logrd con éxito el del
ADN correspondiente a dos ejemplares, uno perteneciente a la especie A.
triste, y el otro a A. tigrinum. En ambos casos la especie de rickettsia
involucrada fue R. parkeri. Este resultado, si bien corresponde Unicamente

a dos ixddidos, permite demostrar que este agente continda circulando en
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el drea endémica, y que estaba presente en la naturaleza durante la actual

investigacion.

Vale la pena mencionar que, los dos S. tumidus cuyas IFls presentaron
titulos de 512 estaban parasitados por A. triste, y uno de ellos ademas por
I. longiscutatum. Cuando se realizaron las PCRs de las garrapatas
obtenidas de ellos, se determind la presencia de ADN de rickettsias del
SFG en el caso de A. triste de ambos roedores, mientras que no se
determind la presencia del material genético del género Rickettsia en el

ejemplar de /. longiscutatum que estaba parasitando al roedor.

También es importante enfatizar que se hallaron individuos
correspondientes a A. tigrinum infectados por Rickettsia spp.
pertenecientes al grupo de las fiebres manchadas (4/6). De las 4
garrapatas, tres fueron colectadas de un canino de San Jacinto, Canelones
interior, que fue seropositivo, y cuyo titulo permitié sugerir que la especie
de patégeno con la que estuvo en contacto previamente fue R. parkeri. Si
bien no fue posible el secuenciamiento del producto amplificado por PCR,
es posible que la rickettsia presente en esta especie de ectoparasito fuera
R. parkeri. El otro ejemplar de A. tigrinum PCR + correspondid a un

ejemplar hembra, teledgina, colectada de un perro en Salamanca,
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Maldonado. Asi, se determinaron individuos de A. tigrinum infectados

probablemente por R. parkeri en dos Departamentos del sur del pais.

La presencia de R. parkeri en A. tigrinum ya ha sido descrita en Bolivia
(Tomassone y col., 2010b, y se sugiere que esta especie de garrapata, asi
como otras pertenecientes también al grupo maculatum, podrian tener un
rol en el ciclo biolégico de R. parkeri. Nuestro hallazgo permite concordar
con lo mencionado por dichos autores. A su vez, en areas
predominantemente rurales del sur de Uruguay hay una coexistencia de A.
triste y A. tigrinum, las que parasitan en su estadio adulto a caninos
domeésticos muy frecuentemente, por lo que el hecho de hallar ejemplares
de la segunda especie infectados por este patdgeno es altamente
probable, y puede deberse simplemente a la coinfeccion por ambas
especies en los mismos perros (Szabd y col.,, 2013). También podria
deberse Unicamente a la alimentacidn del ixddido en caninos infectados
(sin tener necesariamente que ver con parasitismo en conjunto con A.
triste), por lo que es necesario realizar estudios con el fin de dilucidar el
rol de A. tigrinum en la epidemiologia de la rickettsiosis por R. parkeri,
tanto con respecto a su posible transmisién al ser humano como la
dindmica de la propia rickettsia en los diferentes estadios del

invertebrado.
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Dada la proximidad entre las dos especies de garrapatas en cuestion es
probable que, al igual que A. triste, A. tigrinum sea un vector competente
para esta especie de Rickettsia spp. Estudios a este respecto son muy
importantes, dado que un segundo vector para esta enfermedad puede
ser relevante, y mas en el caso de A. tigrinum, cuya distribucién es
bastante mas amplia que la de A. triste. Si bien su comportamiento no es
tan agresivo como en el caso de A. triste, que es la especie de garrapata
gue por excelencia pica a humanos en el sur de Uruguay, ya ha sido
reportada parasitando a seres humanos (Venzal y col., 2003a, 2003d), por
lo que si fuera un vector competente, podria como consecuencia ampliar
la distribucion geografica del patégeno mas alld del area endémica

conocida.

Para terminar, me gustaria resaltar que nos estamos refiriendo a
parasitos epidemiolégicamente cruciales en la dinamica de la enfermedad,
estratégicos, agresivos y con una impresionante capacidad de adaptacion,
por lo que representan un desafio sustancial respecto al control y
prevencion. Como consecuencia de su éxito de adaptacion al perro como
hospedero para los adultos en su ciclo trifasico, y dada la relacidn estrecha
perro/hombre, el riesgo de infeccion del ser humano es mayor. Esto, en

conjunto con los cambios en las dreas de predileccidon por las garrapatas,
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principalmente la antropizacién como mencioné anteriormente, facilitan
la interconexion entre los componentes de la triada epidemioldgica, y
como resultado, permiten y favorecen el éxito de los pardsitos y los
patégenos por ellos transmitidos. Asi, si finalmente se determinara que
otras especies de ectoparasitos pueden actuar como vectores, como

puede ser el caso de A. tigrinum, el escenario puede complicarse aun mas.

No se puede perder del centro de atencidon que estamos frente a una
zoonosis, y por lo tanto el profesional Veterinario es la primera linea de
contencion frente a la enfermedad. Si bien la rickettsiosis por R. parkeri es
una enfermedad no letal, su tratamiento es sencillo en caso de
diagnosticarse a tiempo, por lo que un diagndstico a nivel humano es
necesario. Esto lamentablemente raramente ocurre, principalmente por la
escasez de conocimiento por parte de los médicos profesionales respecto
a la enfermedad, sumado al hecho de que no existe un diagndstico
seroldgico adecuado a disposicion de los mismos. Sin embargo, la realidad
es que hay casos clinicos todos los afios, y por lo tanto, deberia ser un
diagndstico a tenerse en cuenta a partir de los signos y sintomas de los

pacientes; considerando ademas la epidemiologia de la enfermedad.

Creo que en estos casos epidemioldégicamente complejos y sin un

diagndstico rutinario instaurado, el trabajo interdisciplinario de varios
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profesionales es la clave para lograr al menos el tratamiento y control del

patdgeno, y luego focalizarse en la prevencion, que es un desafio mayor.

Finalmente quiero expresar que tal como la esencia de la ciencia, las

preguntas respondidas han dejado nuevas preguntas por responder.

117



PERSPECTIVAS

En primer lugar confio en que la realizacion de un trabajo en
poblaciones rurales, abarcando un area diferente en cuanto a sus
caracteristicas geograficas, puede aportar informacidon complementaria a
la generada en esta investigacion; inclusive por el modo en el que viven y
son empleados los caninos domésticos, los que muchas veces son
empleados para trabajo de campo, compafieros de caza, accediendo a
zonas con mayor poblaciéon de garrapatas. A su vez, en estas areas
comienza también a aumentar la densidad de otras especies de ixddidos,
como ser A. tigrinum y A. aureolatum, por lo que considero que esto
deberia no solo tenerse en cuenta, sino que merece un estudio profundo
de forma independiente. Me refiero principalmente a dilucidar si esas
otras especies tienen capacidad vectorial, y si asi fuera, determinar la
importancia en la epidemiologia, tomando en cuenta su amplia

distribucion en el territorio nacional.

También es de crucial importancia que se establezca un diagndstico de
rutina a nivel humano dados los casos clinicos que se repiten cada afio.
Esto debe acompafiiarse, e ir preferentemente precedido por una difusidon
de informacion, de modo que sea un diferencial tomado en cuenta por los

profesionales de la salud publica.
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A su vez, el emplear el diagndstico serolégico en caninos como base para
determinar zonas de riesgo es una potencial herramienta de vigilancia
epidemiolégica. Una vez mas, queda sentada, la necesidad de

colaboracion y trabajo paralelo de diferentes profesionales.

Considero también importante realizar un trabajo sobre las poblaciones
de roedores silvestres, que hospedan tanto a larvas como a ninfas de A.
triste y que han estado en contacto con R. parkeri (como ha sido
evidenciado por IFl), y que por lo tanto son actores importantes. Es
necesario definir el rol de los mismos, si hay especies que sean
epidemiolégicamente mas importantes, como es posible sea el caso de S.

tumidus al menos en Maldonado.
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CONCLUSIONES

Se determind una prevalencia de Rickettsia spp. de 20.3% en la

poblacidn canina objeto de estudio.

Se identificd a R. parkeri como Unica especie de agente rickettsial
responsable de las respuestas inmunes evidenciadas en los caninos,

con una prevalencia de 14%.

Se logré determinar que los perros mayores a 1 aifo de edad
presentan una mayor proporcion de individuos seropositivos

respecto a los menores de 1 afo de edad.

Si bien no se observé diferencias estadisticamente significativas
entre las localidades y la proporciéon de perros seroreactivos, se
observd una tendencia al acimulo de seropositivos en Canelones

interior, tendencia apoyada por la cercania al nivel de significancia.

Se logré determinar un claro aumento en la proporcidon de animales
seropositivos en la primavera. Este pico primaveral coincide con el
pico poblacional de adultos de A. triste, por lo que se correlaciona la
dinamica del vector el estadio en el que parasita a caninos, con la

proporcidn de seropositivos en dichos hospederos.
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Se determind la presencia de anticuerpos anti-Rickettsia spp. en el
25% de los roedores, y se identificé como posible patdégeno causal
de la respuesta a R. parkeri. Los roedores positivos correspondieron

a la especie S. tumidus.

Fue posible detectar ADN de Rickettsia spp. en tres especies de
garrapatas: A. triste, A. tigrinum, e I. longiscutatum. En el caso de A.
triste, fueron rickettsias pertenecientes al SFG, y correspondieron a
ejemplares colectados tanto de ambiente como de caninos
domésticos y de roedores. El ADN secuenciado se identific6 como

perteneciente a R. parkeri.

Se determind en ejemplares de A. tigrinum, por primera vez, la
presencia de ADN de R. parkeri, también perteneciente a las

rickettsias del SFG.
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