UNIVERSIDAD NACIONAL DEL LITORAL

Facultad de Bioquimica y Ciencias Biologicas

Tesis para la obtencion del Grado Académico de Doctor en Ciencias Biologicas

“ECOEPIDEMIOLOGIA DE RICKETTSIA PARKERI

EN EL DELTA DEL PARANA”

Valeria Carolina Colombo

Director: Pablo M. Beldomenico

Co-Director: Santiago Nava

Laboratorio de Ecologia de Enfermedades, Instituto de Ciencias Veterinarias del Litoral,

UNL-CONICET

- 2016 -



A

INDICE

Abreviaturas y Simbolos........cccvveiiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiinenen 3
Resumen y abstract.....ccceeeiiiineiiiiiniiiiieeiciiareosssstcssesscasensscsssssccnns 5
AGradecimientos. ....covuviiieiiiniiiieiiiniiiieiiieiointiiieteiatctnsssestosnssneces 8
Introduccion general .......ccccviiiiiieiiiniiiieiiiniiieiionateseiesnesssesornscnns 9
4.1 Rickettsia parkeri. ASPEctos Zenerales...uueeeerieeiieriieineieiiieenennnns 9
4.2 Amblyomma triste. ASPECtOs ZENEraleS..eereeererearererrececsrarernscsnnnes 14
ODJEtIVOS «evnniiiiiiiniiiiiiiiiiiiiiiieiiietiieetetatctestsestosssssnssosnsssssssnes 18
5.1 ODbjetivos Zenerales...veiieiiuiiieiieiiniiieiieriiiieiinieerinmnscencnnane 18
5.2 ODbJetivos ESPECTIICOS terterartrrererarernereisreiarsissteesccsnscessscnnens 18
Capitulo 1: Aportes a la ecologia de Amblyomma triste en el Delta del
1 ) 1 19
6.1 INtrodUCCION. . eueieiiniiieiiiiiiiiiiiiiieiiiiiiiietiaeietiimnneetssensenns 20
0.2 ObDJELIVOS.tuttuttiatintiietinieitiiatinteietiatenesssssstessssssessanssenserases 20
6.3 Materiales Y MELOAOS veverrrrrenrernrirereinrcirnrosnsesasecsnssessscsnssons 21
6.3.1  Area de eStUdiO..ersseeeerrnneeerrsnneeerreeeerssneeesssneeeessnnnnn 21
6.3.2  DisSeflo de MUESIIEO vevurrrnriieriniineiireeierintimmensnnmecessnees 22
6.3.3  TOmMA d& MUESIIAS.eeeureerarereeerarernreesnrsesresnscsnsscnssennes 25
6.3.4  Analisis de 1as MUEStras...ceeeieeieiierireiiarineeierineenennneenns 27
6.3.5  Andlisis de datoS..ceeeieieieiieiiniiieiiniiieiieiieiieienecierinenns 27
6.4 ResUltadOS.cueeeeeiiiniiiiiiiieiiiieiiieiiieiiieiiintceiercinecsmeecssscnncns 32

6.4.1 Comunidad de ectoparasitos de roedores sigmodontinos del
Delta del Parand..c.eeeeeeieeeieineiiiereinrcsesessscsnssaressssscsnssarnssans 32
6.4.2  Factores extrinsecos e intrinsecos asociados a la abundancia
de Amblyomma triste en sus hospedadores sigmodontinos «..ceeeeevesss 39
0.5 DiSCUSION.tutttuiiriintenreietiateessstsatsssssatsssossssssssssssssssnmosssnse 53

6.5.1  Fauna ectoparasitica de roedores sigmodontinos del Delta del

6.5.2  Abundancia de estadios inmaduros de Amblyomma triste en
dos especies de roedores sigmodontinos del Delta del Parani ..........54

6.5.3  Factores del hospedador y del ambiente que influyen en la



abundancia media de larvas y ninfas de Amblyomma triste en Akodon
AZATAC eevesreeseasresssssessssssesssssssssssssssssssossssssssssssssssssssssnsssssns 56

. Capitulo 2: Rickettsia parkeri en roedores sigmodontinos del Delta del

1 ) 1 64
7.1 INtrodUCCION..eteetuareeeissrierensressssssssessscssssssosssssssssssssssssnssnsss 65

7.2 ObDJCtIVOS.tetuttrerternresesssessesssrssssssssssssssssssssssssssssessssssssnssans 65

7.3 Materiales Y MEtOA0S.ueeeeureieteiareinrieearornresaresnscssssessosnssons 66

7.4 ReSUltadOS.ceeeeeeteeeeeseerosaresetosasossscssasosmmmssssssssssssssssnsssnnses 72

7.5 DISCUSION ttvrurernetersressesssssossssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssss 77

. Conclusiones generales.........ccecvvieiiieiiiniiiniiiieriiiereicecsnsceenscsnscnns 79

. Bibliografia.....c.cooiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii i s ssrassane 84



1. ABREVIATURAS Y SIMBOLOS

%
A260
A280
ADN
AIC
°C

cm
dNTP
EDTA
Ej.

IFI

GR
GB

kDa

=)

<

mA
min
ml

mg

mmHg
mM
NaAc

Porcentaje

Absorbancia a 260 nm
Absorbancia a 280 nm
Acido desoxirribonucleico
Akaike information criteria
Centigrado

Centimetro
Desoxinucledétido trifosfato
Acido etilenodiaminotetracético
Ejemplo
Inmunofluorescencia indirecta
Inmunoglobulina

Gramo

Globulos rojos

Glébulos blancos

Indice Kappa

Kilo Dalton

Metro

Molaridad

Mili Ampere

Minuto

Mililitro

Milimetro

Milimetro

Milimetros de mercurio
Milimolar

Acetato de sodio



ng
nm

nM

PBS
PCR
pH
pM
rpm
QAIC
seg
SDS
TAE
Tris-hcl
uv

pl

ul

pum

Nanogramo

Nanémetro

Nanomolar

Pares de bases

Buffer fosfato salino

Reaccién en cadena de la polimerasa
Potencial hidrégeno

Picomolar

Revoluciones por minuto

Quasi - Akaike information criteria
Segundo

Dodecilsulfato sédico

Solucién tampodn tris-acético-EDTA
Tris(hidroximetil)aminometano-hidrocloruro
Ultravioleta

Microgramo

Microlitro

Micrémetro



2. RESUMEN

Rickettsia parkeri forma parte de los patégenos que integran el grupo de las fiebres manchadas
transmitidas principalmente por garrapatas del “Grupo de Amblyomma maculatum”. En Argentina se
detectaron casos humanos en las provincias de Cérdoba y la Rioja transmitidos por Amblyomma
tigrinum, y en Chaco, Entre Rios y Buenos Aires por Amblyomma triste, jugando esta especie de
garrapata un rol fundamental en la ecoepidemiologia de este patdgeno en la regién. Poco se sabe tanto
de la ecologia de R. parkeri como de A. triste, a pesar de que conocer los aspectos ecolégicos de ambos
es fundamental a la hora de comprender la dindmica de la fiebre manchada producida por R. parkeri y
asi poder evaluar situaciones de riesgo para la salud publica. En la eco-region Delta e Islas del Parana,
los estadios inmaduros de A. triste se encuentran parasitando principalmente roedores sigmodontinos,
mientras que los estadios adultos se encuentran en mamiferos silvestres de mayor tamafio asi como en
animales domésticos y humanos. En la presente tesis se estudio la fauna de los ectoparasitos de roedores
sigmodontinos del Delta del Parand, con énfasis en garrapatas. Por otro lado, se evalu6 qué factores
influyen en el parasitismo de los estadios inmaduros de A. triste en sus hospedadores sigmodontinos asi
como el rol de estos en la ecoepidemiologia de R. parkeri.

Como resultados principales pueden mencionarse el hallazgo de diversas familias y especies de
garrapatas, dcaros, pulgas y piojos que parasitan a los roedores silvestres del area de estudio, reportando
primeros registros para las asociaciones A. triste - Holochilus brasiliensis e Ixodes loricatus — H.
brasiliensis. Entre los factores ambientales estudiados se encontré que los estadios inmaduros de A.
triste tienen una distribucion estacional a lo largo del afio con abundancias mds elevadas en verano, y
que esta distribucion dependi6 de las condiciones ambientales dadas por la cantidad de precipitaciones,
valores de temperatura minima y déficit de saturacion. La presencia de ganado fue otro de los factores
que se asociaron positivamente a la abundancia de A. triste en roedores sigmodontinos; dependiendo la
magnitud de esta asociacion de la densidad de roedores en el caso de las larvas, asi como también se
encontraron mayores abundancias de larvas de A. friste en roedores en ambientes de bosques
implantados ante la co-infestacion con 1. loricatus. Otro de los factores significativos hallados en el
presente trabajo fue la co-infestacion con otros ectoparasitos, tanto larvas como ninfas de A. friste se
correlacionaron positivamente con la co-infestaciéon con 1. loricatus, siendo esta la interaccién mds
relevante encontrada en el presente trabajo. También fueron significativas las asociaciones entre larvas
de A. triste y pulgas y piojos. Factores intrinsecos al hospedador como la especie, sexo, condicion

corporal, largo del cuerpo y titulos de anticuerpos naturales también se encontraron asociados en
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diferente medida a la abundancia de A. triste, siendo uno de los hallazgos mds importantes en este
aspecto la gran abundancia media de A. triste detectada en Oxymycterus rufus, convirtiéndolo en un
hospedador muy relevante para el vector de R. parkeri.

En cuanto a la deteccién de R. parkeri a partir de tejidos de roedores sigmodontinos, si bien no pudo ser
aislado ADN de R. parkeri a partir de las muestras analizadas, se detectaron individuos seropositivos a
esta bacteria, siendo nuevamente O. rufus la especie que presentd los valores mds elevados de
seroprevalencia. También se encontré que aquellos roedores que tuvieron las mayores cargas de A. triste
tuvieron una mayor probabilidad de ser seropositivos a R. parkeri.

El presente estudio permitié conocer cudles son los factores ambientales, del hospedador y el efecto de
la co-infestacién con otros ectopardsitos que estdn asociados y podrian influir en la abundancia media de
los estadios inmaduros de A. triste en los roedores sigmodontinos estudiados. También permitié conocer
que la especie de roedor que actia como principal hospedador de A. triste en el drea de estudio es O.
rufus, siendo ademds la especie que presento los niveles mas elevados de seroprevalencia de R. parkeri,
pudiendo entonces cumplir un rol principal en la dindmica y distribucién de este patégeno en el Delta
del Parand.

El hecho de conocer qué factores estdn implicados en las mayores abundancias de A. triste nos permite
predecir qué zonas pueden ser mas o menos propensas a la presencia de A. triste. Cabe destacar la
importancia de considerar el efecto positivo que genera la presencia de ganado bovino sobre la
abundancia de A. friste a la hora de planificar el asentamiento de explotaciones ganaderas en regiones
donde esta presente R. parkeri. Futuros estudios experimentales que evaluen la potencialidad de O. rufus
como amplificador de R. parkeri y los mecanismos por los cuales representa un importante hospedador
de A. triste, permitirdn dilucidar aquellos aspectos de la interaccion A. triste - O. rufus - R. parkeri que

no han podido ser comprendidos mediante el presente estudio observacional.

Abstract

Rickettsia parkeri rickettsioses is a member of the Spot Fever Group. In Argentina, human cases were
detected in Cérdoba and La Rioja provinces transmitted by Amblyomma tigrinum, and in Chaco, Entre
Rios and Buenos Aires by Amblyomma triste, being this tick species very relevant in the
ecoepidemiology of R. parkeri in the region. Very little is known about the ecology of R. parkeri and A.

triste despite of their importance on the ecoepidemiology of this rickettsiosis. In the eco-region Delta y
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Islas del Parand, the immature stages of A. triste generally parasitizes sigmodontine rodents, while adult
stages parasitizes bigger wild mammals as well as domestic animals, as cattle, and people. In the present
thesis the ectoparasites of sigmodontine rodents of the Parand Delta had been studied, specially their tick
communities. Besides, the variables that could be associated with the abundance of A. triste immature
stages in their sigmodontine hosts and the role of these rodents in the ecoepidemiology of R. parkeri
were evaluated.

Different families and species of ticks, mites, lice and fleas where found parasitizing the wild rodents
studied, while the associations A. triste — Holochilus brasiliensis and Ixodes loricatus — H. brasiliensis
were not registered before. Regarding the environmental variables explored, season had a strong
influence for both larvae and A. triste nymphs with the greatest records in summer. A. triste larvae
burdens were also associated with levels of precipitations, minimum temperatures and saturation deficit.
The presence of cattle was positive associated with A. friste burdens in rodents, but for larvae this
association depended on rodent abundance. The same kind of association was found for rodents co-
infested with I. loricatus in implanted forest. Co-infestation with other ectoparasites was another
relevant variable in the ecology of A. triste; larvae and nymphs of A. friste were associated with burdens
of L. loricatus, lice and fleas. Concerning host factors, host species, sex, body condition, body length and
natural antibodies were correlated in different ways with A. triste, being one of the most relevant
findings the association between A. triste burdens and rodent species, in which Oxymycterus rufus had
the greatest burdens.

On the other hand, R. parkeri DNA was not successfully amplified from rodents tissues, but many
individuals were found seropositive to R. parkeri, being again O. rufus the species with grater
seroprevalence.

In the present study environmental and host variables, as well as co-infestation with other ectoparasites,
were found to be correlated with immature stages of A. triste burdens. Besides, this study revealed that
the main host of immature stages of A. triste in the study area is O. rufus, being this species the one with
highest R. parkeri seroprevalence as well.

Summarizing, the knowledge of the factors that are associated with higher burdens of A. triste in their
rodent hosts let us predict which areas are more or less prone to the development of A. triste. It is worth
highlighting the positive association between A. triste burdens and the presence of cattle, fact that should
be taken into account when planning to perform livestock production in R. parkeri endemic areas.
Further studies that explore deeply the interaction between A. triste - O. rufus - R. parkeri are needed to

better understanding R. parkeri ecology.



3. AGRADECIMIENTOS

Gracias a mis directores de tesis y beca doctoral Pablo Beldomenico, Santiago Nava y Alberto
Guglielmone por confiar, darme la oportunidad, el espacio, tiempo, conocimientos y apoyo durante estos

casi 5 afos.

Al CONICET por el apoyo econémico mediante las dos becas que me otorgaron estos afios sin la cuales

no hubiera podido realizar mi doctorado.

A la Facultad de Bioquimica y Ciencias Bioldgicas de la UNL que me aceptaron como estudiante de

doctorado de esta casa de estudios y siempre atendieron a todas mis dudas y necesidades.

Al Instituto de Ciencias Veterinarias del Litoral (UNL-CONICET) y la Facultad de Ciencias

Veterinarias de la UNL por brindarme el espacio fisico y equipamiento necesarios siempre.

Al INTA Delta (Natalia Fracassi, Jerardo Mujica, Cristian Ortiz, Ignacio Gamietea) por brindarnos el

espacio y apoyo logistico para desarrollar los muestreos de esta tesis.

A Marcela Lareschi, Ulyses Pardifias y Carolina Thompson por recibirme siempre en sus lugares de
trabajo y brindarme ayuda para la determinacion de ectoparasitos, especies de roedores y técnicas de

biologia molecular.
Al Museo de Ciencias Naturales Bernardino Rivadavia por su donacion para el dermestario.
A todos mis compafieros del LEcEn por su ayuda, mates, risas y oidos.

A Fernando Carmona, Pamela Colombo, Farofa Colombo Carmona, mi familia y amigos por el apoyo y

amor.



4. INTRODUCCION GENERAL

4.1 Rickettsia parkeri. Aspectos generales

Las rickettsias son bacterias del phylum Proteobacteria, subclase alfa-1 del orden Rickettsiales,
familia Rickettsiaceae género Rickettsia (Weiss y Dasch, 1991; Dumler y col, 2001). El primero en
encontrar y describir a esta bacteria fue el microbidlogo norteamericano Howard Ricketts, quien
descubri6 al agente causal de la fiebre manchada de las Montanas Rocosas, Rickettsia rickettsii en
Estados Unidos (Ricketts, 1906). Estos microorganismos son cocobacilos Gram negativos de 0,6 a 1,2
um de crecimiento intracelular obligado, parasitan el citoplasma de forma libre con un tropismo en
general por las células endoteliales, generando dafio endotelial con la consecuente vasculitis de
pequeios y medianos vasos (Raoult y Roux 1997; Milstone y Dumler, 2009; Mansueto y col., 2012;
Uchiyama, 2012). Son clasificadas como Gram negativas por las caracteristicas de sus componentes
de membrana pero no se tifien correctamente con la mencionada tincion, pudiéndose poner de
manifiesto mediante la tincion de Giménez, Giemsa y naranja de acridina (Raoult, 2010; Walker,
2010). No crecen en medios de cultivo convencionales, por lo que se utilizan animales de laboratorio,
huevos embrionados o lineas celulares como Vero, HEL, L-929 o lineas celulares de artropodos para
su desarrollo (Kelly y col., 1991; Paddock y col., 2004, 2005; Kurtti y col., 2005; Milstone y Dumler
2009; Monje y col., 2014). Para su deteccion se utilizan algunas de sus proteinas mayores de
superficie, como OmpA (190 kDa) y OmpB (135 kDa), por medio de técnicas seroldgicas (como la
inmunofluorescencia indirecta) y reaccion de polimerasa en cadena (PCR) (ej., Regnery y col., 1991;

Eremeeva y col., 2003; Labruna y col., 2004; Paddock y col., 2004; Paddock y col., 2008a).

Filogenéticamente las rickettsias pueden clasificarse en el grupo de las bacterias que causan las fiebres
manchadas (Rickettsia conorii, Rickettsia massilae, Rickettsia parkeri, R. rickettsii, entre otras), grupo
del tifus (Rickettsia prowazekii y Rickettsia typhi), grupo transicional (Rickettsia akari, Rickettsia
australis y Rickettsia felis) y grupo ancestral (Rickettsia belli y Rickettsia canadensis) (Gillespie y col.,
2007; Mansueto y col., 2012).

En Argentina fueron detectadas hasta la fecha 9 especies de rickettsias de las cuales R. parkeri, R.

rickettsii, R. massiliae, Candidadtus “Rickettsia amblyommii”, Rickettsia sp. strain Atlantic rainforest

9



y Candidatus “R. andeanae” pertenecen al grupo de las fiebres manchadas y son transmitidas por
garrapatas. Los registros de las distintas especies de rickettsias detectadas en Argentina incluyen
localidades de las provincias de Jujuy, Salta, Chaco, Cérdoba, Santiago del Estero, La Rioja, Entre
Rios, Santa Fe y Buenos Aires (Ripoll y col., 1999; Cicuttin y col., 2004; Eremeeva y col., 2006;
Labruna y col., 2007a; Pacheco y col., 2007a; Nava y col., 2008b; Paddock y col., 2008b; Garcia-
Garcia y col., 2010; Tomassone y col., 2010; Beeler y col., 2011; Cicuttin y col., 2014a,b; Monje y
col., 2015a; Tarragona y col., 2015). Conocer la diversidad de las rickettsias de nuestro pais permite
comprender una arista de la situacién actual de este patégeno. En la figura 1 se presenta un mapa de la
Argentina con la distribucion por provincia de todas las especies de rickettsias que han sido detectadas
en nuestro pais, ya sea por producir infecciéon en humanos (R. massiliae, R. parkeri, R. rickettsii) y/o
por su aislamiento a partir de su vector (Rickettsia bellii, R. massiliae, R. parkeri, R. rickettsii,
Candidadtus “Rickettsia amblyommii, Rickettsia sp. strain Atlantic rainforest, R. felis, Candidatus

“Rickettsia andeanae”, Rickettsia sp. strain El Tunal).

-Rickettsia parkeri

Rickettsia parkeri fue aislada por primera vez a partir de garrapatas de la especie Amblyomma
maculatum colectadas de ganado bovino en Texas, Estados Unidos por Parker y col. (1939). Estos
autores inocularon cobayos con el “agente maculatum” y los mismos desarrollaron sindrome febril.
Afos después fue identificado este agente como una nueva especie de rickettsia designada como
Rickettsia parkeri (Lackman y col., 1949; Lackman y col., 1965). Su patogenicidad en el hombre fue
demostrada en el mismo pais a partir del 2004 (Paddock y col., 2004, 2008a; Whitman y col., 2007).
Existen también evidencias de la presencia de R. parkeri en caninos domésticos de USA (Grasperge y

col., 2012a).

En Brasil, R. parkeri cepa At24 fue detectada por primera vez en Amblyomma triste en el afio 2007 en
Sao Paulo (Silveira y col., 2007). Otras cepas filogenéticamente cercanas a R. parkeri que fueron
detectadas en ese pais son: la cepa NOD en garrapatas Amblyomma longirostre, Amblyomma
calcaratum, Amblyomma nodosum, la cepa apPR en Amblyomma parkeri y la cepa COOPERI en
Amblyomma cooperi (Labruna y col., 2004; Ogrzewalska y col., 2009; Pacheco y col., 2012;
Ogrzewalska y col., 2012, Ogrzewalska y col., 2013). Hasta la fecha, no han sido registrados casos

humanos de rickettsiosis producida por R. parkeri en Brasil.
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En Bolivia, ADN de R. parkeri fue aislado a partir de especimenes de Amblyomma tigrinum que
parasitaban caninos domésticos y a partir de muestras de sangre tomadas de los mismos caninos
(Tomassone y col., 2010), sin haberse detectado casos humanos. En Peri fue detectada en A.
maculatum colectadas de animales domésticos (perros, caballos y cerdos), sin detectarse casos

humanos de rickettsiosis (Flores-Mendoza y col., 2013).

En Uruguay R. parkeri fue inicialmente confundida con R. conorii en pacientes con signologia de
fiebre manchada, evidencias de picadura de A. triste y serologia positiva a R. conorii (Conti-Diaz y
col., 1990; Diaz 2003). En 2004 se confirmé que, en realidad, eran casos de rickettsiosis producidas
por R. parkeri, siendo el motivo de confusidn la existencia de reacciones seroldgicas cruzadas (Venzal
y col., 2004). A partir de ese momento casos de exposicion a R. parkeri fueron confirmados en
humanos por serologia (Conti-Diaz y col., 2009) y el més reciente mediante amplificaciéon de ADN

rickettsial (Portillo y col., 2013).

En Argentina, el primer caso detectado de rickettsiosis por R. parkeri se diagnosticé en un hombre que
practicaba actividades de apicultura en Otamendi, partido de Campana, provincia de Buenos Aires
(Seijo y col., 2007). Luego de ser parasitado por una garrapata de la especie A. triste presento la
signologia caracteristica de la enfermedad y serologia positiva a R. rickettsii, la cual fue considerada
una reaccion cruzada con R. parkeri dada la ubicacidén geografica y presencia de A. triste en el area
(Guglielmone y Nava, 2006; Seijo y col., 2007). Estudios posteriores a la detecciéon de este caso,
demostraron la presencia de R. parkeri en especimenes de A. triste del delta del Parand y de areas
cercanas a Bahia de Samboromboén, identificando a la cepa At 24 (Nava y col., 2008a; Cicuttin y
Nava, 2013, Monje y col., 2014). Nuevos casos sospechosos y confirmados en humanos fueron
diagnosticados en el delta del Parand y en otras localidades de Buenos Aires (partidos de Verénica y
General Lavalle), en Chaco y en Entre Rios (Romer y col., 2011, 2014). Recientemente se detectaron
casos humanos de fiebre manchada por R. parkeri en el Valle de Traslasierra (Cordoba) y Sierras de
los Llanos (La Rioja) (Romer y col., 2014). Estos sitios no forman parte del area de distribucion de A.
triste, sin embargo, fueron detectadas garrapatas de la especie A. tigrinum positivas a R. parkeri en la
misma drea donde se produjeron los casos humanos (Romer y col., 2014). Hasta la fecha son 14 los
casos de rickettsiosis por R. parkeri en humanos publicados en Argentina (Seijo y col., 2007; Romer

y col., 2011; Romer y col., 2014).

Rickettsia parkeri forma parte de los patégenos que integran el grupo de las fiebres manchadas, cuyos
signos clinicos en humanos comienzan una semana después de la picadura del vector e incluyen
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sindrome febril, temperatura media de 39 - 40 °C, mialgias, cefalea y exantema no pruriginosos
generalizado maculopapular o vesiculopapular con predominio en tronco y extremidades, escara y
vasculitis en el sitio de inoculacién con o sin linfoadenopatia asociada; de evolucién benigna y buena
respuesta a tetraciclinas (Doxiciclina) aunque esta signologia puede variar segin el paciente
(Chapman, 2006; Paddock y col., 2008a). En animales de laboratorio, como el cobayo, produce

hipertermia, decaimiento y periorquitis leve de recuperacion espontanea (Parker y col., 1939).

Considerando la amplia distribuciéon de A. triste y A. tigrinum (Guglielmone y col., 2000, 2013;
Guglielmone y Nava, 2006) y la deteccidon de nuevos casos en regiones del pais antes ignoradas, es de
sospechar que la distribucion de R. parkeri sea mas amplia de lo que se conoce en la actualidad

(Romer y col., 2014).

En nuestro pais, ademas de la cepa At24, se detectd la cepa COOPERI a partir de A. dubitatum de una
localidad de Santa Fe, la cual estd relacionada filogenéticamente con R. parkeri, Rickettsia africae y
Rickettsia sibirica, 1o que le confiere una potencial patogenicidad (Parola y col., 2013; Monje y col.,

2015a).

Poco se sabe sobre la ecologia de R. parkeri més alld de lo relacionado con la ecologia de sus
vectores. Nieri-Bastos y col. (2013) realizaron un estudio experimental en donde encontraron que R.
parkeri se transmite eficientemente de manera trans-estadial y trans-ovarica (transmision vertical) en
hasta 5 generaciones de A. triste, infectando tanto a larvas, ninfas como adultos. Los mismos autores
detectaron un efecto deletéreo de R. parkeri en ninfas ingurgitadas: aquellas infectadas presentaron
una mortalidad 5 veces mayor que aquellas no infectadas); lo que genera la sospecha de la existencia
de hospedadores vertebrados amplificadores en la naturaleza (transmision horizontal), ya que sin estos
los linajes de A. triste infectados desaparecerian con el tiempo. Indicios del papel que pequefios
mamiferos podrian cumplir como amplificadores de R. parkeri quedan evidenciados en el estudio que
Wrigth y col. (2015b) desarrollaron con cobayos, encontrando que Amblyomma americanum puede
contraer R. parkeri por co-alimentacion con A. maculatum. Por otro lado, Wrigth y col. (2015a)
también encontraron evidencias de transmision vertical de R. parkeri, pero en este caso, en A.
maculatum. Sin embargo, observaron que la mortalidad de larvas y ninfas infectadas fue menor que en
aquellas no infectadas y que la tasa de eclosion de huevos infectados fue mayor que en no infectados,
en oposicion con lo hallado por Nieri-Bastos y col. (2013). Estas diferencias, sumado a que la
prevalencia de R. parkeri en A. maculatum es mayor que en A. triste, podrian sugerir una mejor

adaptaciéon de R. parkeri a A. maculatum (Wrigth y col., 2015a), demostrando asi la importancia de
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conocer y comprender la ecologia de los patdégenos en sus diversos vectores, hospedadores y

ambientes.

A Sk Y R. rickettsii

e il {} % R. massilae
@% A Candidadtus “Rickettsiaamblyommii”
[ * - *Rickettsia sp. strain Atlantic rainforest
LF . PR el
: ¥ R bellii

D candidatus “Rickettsia andeanae”
D Rickettsiasp. strain El Tunal
R. parkeri

Figura 1 Distribucién de las especies de rickettsias detectadas en la Argentina.
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4.2 Amblyomma triste. Aspectos generales

Las garrapatas son artrépodos capaces de transmitir una importante variedad de microorganismos
patégenos incluyendo protozoos, rickettsias, espiroquetas y virus, actuando como uno de los vectores
mds importantes de enfermedades para los seres humanos, ganado y animales de compaiiia; lo que
implica importantes pérdidas econdmicas, productivas y sanitarias (Jongejan y Uilenberg 2004). En la
relacion de las garrapatas con sus hospedadores y el ambiente recae gran parte de la variabilidad del
riesgo de transmision de las enfermedades que estas transmiten. Diferentes factores, tanto de los
hospedadores, del ambiente, del patdgeno, de las garrapatas, asi como la presencia de interacciones
con otros ectoparasitos, generan situaciones mds o menos favorables para la supervivencia de las
garrapatas (Randolph, 2004; Lutermann y col., 2015). Un ejemplo de esto estd representado por la
transmisiéon por co-alimentaciéon del virus de la encefalitis transmitida por garrapatas. En esta
enfermedad la transmision del virus de ninfas infectadas a larvas no infectadas mediante co-
alimentacion es fundamental para perpetuar la enfermedad, por eso es que los picos méximos de casos
en humanos suceden en la época del afio en la cual coinciden los valores mds elevados de abundancia
de larvas y ninfas concomitantes (Randolph y col., 2000; Danielova y col., 2002; Randolph, 2004). De
esta forma, conocer la ecologia de las garrapatas vectores de patdgenos se torna fundamental a la hora

de comprender la ecologia y epidemiologia de las enfermedades que estas transmiten.

Amblyomma triste pertenece a la familia Ixodidae, su distribucion abarca desde Estados Unidos hasta
Argentina con registros en México, Colombia, Venezuela, Ecuador, Peru, Brasil, Paraguay, Chile y
Uruguay, preferentemente en ambientes riberefios en pastizales, pajonales y malezales tropicales y
sub-tropicales (Guglielmone y col., 2003, 2013, 2014; Guzman Cornejo y col., 2006; Mertins y col.,
2010; Abarca y col., 2012). Presenta un ciclo de tres hospedadores en el cual los estadios inmaduros
(larvas y ninfas) parasitan en la Argentina a roedores de la subfamilia Sigmodontinae como Akodon
azarae, Oligoryzomys nigripes, Oligoryzomys flavescens, Oxymycterus rufus, Scapteromys aquaticus,
Calomys callosus, Necromys temchuki; asi como a otros roedores de la familia Caviidae
(Hydrochoerus hydrochaeris y Cavia aperea) y al marsupial Monodelphis dimidiata. Mientras que
Blastocerus dichotomus, Sus scrofa, H. hydrochaeris y animales domésticos como caballos, bovinos y
perros, albergan a los estadios adultos (Figura 2), pudiendo afectar también a humanos (Nava y col.,

2005, 2011; Guglielmone y Nava 2006; Guglielmone y col., 2006, 2013; Debérbora y col., 2012).
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Filogenéticamente A. triste pertenece al “Grupo de Amblyomma maculatum”, en el cual se incluyen

también a A. maculatum y A. tigrinum (Estrada-Pefia y col., 2005).

Especificamente en la Argentina, se encuentra mds frecuentemente en zonas de humedales en Buenos
Aires, Corrientes, Entre Rios y Formosa (Guglielmone y col., 2013). El limite norte en el cual fue
detectada A. triste se encuentra en Colonia Pastoril (25°42°S, 58°12°0), Formosa, mientras que su
limite sur se encuentra en la Reserva Natural Campos del Tuyud (36°15°S, 56°50°0), Buenos Aires
(Figura 3). Guglielmone y col (2013) hipotetizaron que un posible hospedador en este sitio y
probablemente mds al sur, sea el Venado de las pampas (Ozotoceros bezoarticus). Dicho trabajo
también puso en evidencia la complejidad de la ecologia de A. triste, ya que fue encontrada en sitios

inesperados mientras que en algunos sitios que parecian aptos para su desarrollo no fue hallada.

Nava y col. (2011) estudiaron aspectos de la ecologia de A. triste en el delta del Parana aportando
datos de su dindmica estacional, encontrando que presenta un ciclo de vida de un afio en el cual los
estadios adultos de esta garrapata se encuentran en el ambiente desde el comienzo del invierno hasta
mediados de verano con un pico de abundancia entre fines de invierno hasta mediados de primavera.
Mientras que las larvas y ninfas colectadas principalmente de roedores sigmodontinos se encontraron

desde principios de verano hasta fines de otofio con un pico de abundancia durante el verano.

Amblyomma triste presenta importancia para la salud publica ya que actia como un eficiente vector de
R. parkeri tanto en Argentina (Nava y col., 2008a; Romer y col., 2011; Monje y col., 2014; Romer y
col., 2014) como en Uruguay y Brasil (Venzal y col., 2004, 2012; Pacheco y col., 2006; Silveira y col.,
2007; Nieri-Bastos y col., 2013; Portillo y col., 2013). En Argentina casos humanos de fiebre manchada
asociados con picaduras de A. triste fueron registrados en Buenos Aires, Chaco y Entre Rios (Nava y
col., 2008a; Romer y col., 2011), jugando asi esta especie de garrapata un rol fundamental en la
ecoepidemiologia de este patégeno en la regién. Si bien, los casos de rickettsiosis reportados en
Argentina son escasos (Ripoll y col., 1999; Seijo y col., 2007; Paddock y col., 2008b; Garcia-Garcia y
col., 2010; Romer y col., 2014) pueden representar sélo la punta visible del témpano ya que su
incidencia puede estar siendo subestimada por ser mal diagnosticada o por falta de bisqueda de un
diagnéstico confirmatorio. Asimismo, los constantes cambios a los que se enfrenta la humanidad
(calentamiento global, cambio en el uso de la tierra, explosion demogréfica, etc.) pueden determinar que
estos patdgenos emerjan, constituyéndose en un problema importante para la salud publica y de los

animales domésticos (Jones y col.; 2008). Todo lo expuesto indica que son necesarios estudios que
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permitan develar la distribucién y dindmica de estos patégenos y sus vectores asi como sus

determinantes.

Figura 2 Adultos de A. triste (A) hembra y (B) macho (Nava y col., 2008a)
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Figura 3 Distribucion de los diferentes sitios donde A. triste fue colectada en la Argentina representados

por puntos negros. (Guglielmone y col., 2013)
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S. OBJETIVOS

Bajo la hipdtesis que variaciones en el ambiente, en la comunidad de vectores y/o en el estado de los
hospedadores influyen en la dindmica de infeccién de Rickettsia parkeri, se planted el siguiente

objetivo general:

5.1 Objetivos generales: Determinar qué factores extrinsecos (estacionalidad, temperatura,

precipitaciones, humedad, tipo de vegetacion, densidad de hospedadores, presencia de ganado) e
intrinsecos del hospedador (especie, sexo, edad, condicion corporal, etc.) estdn asociados a la
prevalencia e intensidad de infeccidén tanto de Rickettsia parkeri, como de su vector, la garrapata
Amblyomma triste, en la zona del delta del Parand con el fin de establecer las circunstancias que

coadyuvan en la circulacion del patogeno en su ciclo enzodtico.

5.2 Objetivos especificos: 1. Estudiar la fauna ectoparasitica, con énfasis en garrapatas, de roedores

sigmodontinos del drea de estudio.

2. A partir de especimenes de estadios inmaduros de Amblyomma triste
obtenidos de roedores sigmodontinos capturados metédicamente en una localidad bonaerense del Delta
del Parand determinar la presencia, mediante el uso de modelos estadisticos multivariados, de
asociaciones entre diversos factores de los hospedadores y del ambiente con la abundancia media de

larvas y ninfas de A. triste.

3. A partir de muestras de tejidos de los mismos roedores mencionados en
el objetivo especifico “2”, detectar la presencia de Rickettsia parkeri mediante técnicas de biologia
molecular y evaluar, mediante el uso de modelos estadisticos, que factores estdn asociados a su
prevalencia e intensidad de infecciéon con el fin de comprender la participacion de los roedores

sigmodontinos en el ciclo de R. parkeri.
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6. CAPITULO 1: APORTES A LA ECOLOGIA DE AMBLYOMMA
TRISTE EN EL DELTA DEL PARANA
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6.1 Introduccion

La dindmica parésito-hospedador resulta de la interaccién entre los pardsitos, el ambiente y su
hospedador (Hudson y col., 2002; Vaclav y col., 2008; Telfer y col., 2010; Cardon y col., 2011;
Lutermann y col., 2015). Diferentes atributos de un hospedador, como su edad, condicién corporal, sexo,
tamaio corporal, especie, etc., pueden constituirlo en un individuo més o menos propenso a ser infestado
por un determinado parésito (ej. Hughes y Randolph, 2001; Krasnov y col., 2005b; Brunner y Ostfeld
2008; Cardon y col., 2011). Al mismo tiempo, hospedadores que presentan caracteristicas similares
pueden estar influenciados por diferentes factores ambientales (tipo de vegetacion, ambiente conservado
o bajo la influencia de la actividad humana, variaciones de temperatura y humedad, etc.) o que se
modifican a lo largo del afio (temperatura, humedad, etc.), generando condiciones mds o menos
favorables para el desarrollo de los parasitos en sus hospedadores. Por otro lado, dentro de las
comunidades parasitarias que se encuentran en un mismo hospedador, se generan interacciones entre los
especimenes que influyen en la distribucién y abundancia de las especies que la conforman (Lutermann
y col., 2015). Conocer qué factores influyen en estas interacciones permite comprender mejor la

ecologia de las comunidades parasitarias y de las enfermedades que estos transmiten.

Como fue mencionado previamente en la introduccion general, A. triste es el vector de R. parkeri en
diversas provincias de nuestro pafs, incluida el area de estudio seleccionada para desarrollar la presente
tesis en donde los roedores sigmodontinos son los hospedadores de los estadios inmaduros (larvas y
ninfas) de A. triste y mamiferos de mayor tamaifio (entre ellos animales domésticos como el ganado
bovino) actian como hospedadores de los estadios adultos. De este modo determinar cuéles son los
factores que influyen en la interaccion A. triste — hospedador — ambiente permitird aportar informacion

sobre la dindmica de R. parkeri en Argentina.

6.2 Objetivos

El objetivo del presente capitulo es sumar conocimiento sobre la comunidad de ectopardsitos de los
roedores sigmodontinos del drea de estudio y explorar la influencia de diversos factores (medio
ambiente, del hospedador, co - infestacion con otros ectopardsitos) en la relacion entre A. triste y algunas
especies de roedores sigmodontinos de la eco-region Delta e Islas del Parand, como fue mencionado en

los objetivos especificos 1 y 2 expuestos anteriormente.
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6.3 Materiales y métodos

6.3.1 Area de estudio

Los datos se colectaron en la Estacion Experimental Agropecuaria (E.E.A.) Delta del Parand del
Instituto Nacional de Tecnologia Agropecuaria (INTA) (34° 11° S, 58° 50’ O) ubicado en el partido de
Campana, provincia de Buenos Aires, Argentina (Figura 4). El sitio fue seleccionado por ser
epidemiolégicamente relevante debido a 1) se ha demostrado la presencia de R. parkeri en humanos
(Seijo y col., 2007) y en A. triste (Nava y col., 2008a; Monje y col., 2014), 2) por encontrarse en una
posicion cercana a los centros mds densamente poblados del pais y 3) ya que la actividad ganadera esté
siendo desplazada por la agricultura hacia este tipo de ecosistemas (eco-region Delta e Islas del Parand),
con la consecuente alteracion del ambiente y el aumento de la frecuencia de contacto entre animales

domésticos - silvestres - humanos - garrapatas.

El area estd ubicada en la region baja del Delta del rio Parand, siendo la extension sur de la Provincia
fitogeografica Paranaense del Dominio fitogeografico Amazdénico (Cabrera, 1994) y pertenece a la eco-
region Delta e Islas del Parana (Burkart y col., 1999). El sitio esta caracterizado por una planicie deltaica
con influencia fluvial dada por las crecientes estacionales del Rio Paranad con un fuerte impacto de las
crecidas ocasionadas por “El Nifio”. Estd formado en su mayoria por islas grandes fragmentadas por
canales de navegacion artificiales, con presencia de albardones que rodean bajos inundables temporal o
permanentemente (Kandus, 1997; Malvérez, 1997). El suelo estd predominantemente formado por limo
arcilloso y arena fina (Bukart, 1957). La vegetacion dominante estd formada por gramineas y bosques de
Erythrina crista-galli y areas de pajonales con el predominio de Cortadeira spp. y Cynodon spp.
(Kandus y col., 2003). La actividad forestal es la mds desarrollada con plantaciones de Populus spp.y
Salix spp., aunque también se desarrolla la actividad ganadera de cria (Zoffoli y col., 2008), para lo
cual se han construido diques para evitar el ingreso del agua. El drea de muestreo también cuenta con
bosques de Quercus spp. y Carya spp.

El clima es templado con una temperatura media anual de 16,7 °C y una media anual de precipitaciones

de 1000 mm con una estacion lluviosa indefinida (Kandus y Malvarez, 2004).
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6.3.2 Diseno de muestreo

Los muestreos de especimenes bioldgicos se desarrollaron entre septiembre de 2010 y octubre de 2012
cada 5 semanas sumando un total de 22 campaias en 4 sitios diferentes dentro del 4rea de estudio,
separados por al menos 400 metros (Figura 5). Cada sitio estaba formado por 4 cuadrantes de 15 x 15 m
(identificados con letras) separados por al menos 200 m entre si, compuestos por 12 trampas de captura
viva Sherman, 3 en cada esquina, y dos trampas de captura viva multiple Ugglan en el centro del
cuadrante (Myllymaki y col., 1971) (Figura 6), sumando un total de 224 trampas/noche en 16 cuadrantes
totales (4 cuadrantes x 4 sitios). Como cebo se utilizé alimento balanceado para perro.

En cada sitio los cuadrantes de muestreo se ubicaron 2 en dreas forestadas y 2 en dreas no forestadas.
Las primeras se caracterizaron por la presencia de bosques implantados de Populus spp. o Salix spp. con
un estrato herbaceo muy variable en composicion y cobertura formado por zonas cubiertas de hojarasca,
de ciperdceas o ensambles de gramineas (Cynodon spp., Sorgum spp., entre otras). Los sitios
seleccionados dentro de las dreas no forestadas se caracterizaron por la presencia de cortaderas
(Cortadeira spp.) y gramoén (Cynodon spp.) en la intermata. Esta disposicidn de los cuadrantes permitié
establecer una diferenciacion por el tipo de vegetacion en dreas forestadas o bosque vs drea no forestada
0 pajonal.

El 4rea de estudio contaba ademds con un rodeo de 21 vacas de cria de la raza Aberdeen Angus en una
densidad de 1 vaca por hectdrea aproximadamente. La mitad de los sitios de muestreo se dispusieron en
sectores con presencia de ganado vacuno, mientras que la otra mitad no. Asi, cada cuadrante de

muestreo también se clasifico en: con presencia de ganado y sin presencia de ganado (Figura 7).
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Figura 4 Ubicacién geogrifica del drea de estudio en el partido de Campana, provincia de Buenos

Aires, Argentina.
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Figura S Ubicacion de los cuadrantes de muestreo en sus 4 sitios. Cada color representa un sitio de

muestreo formado por cuatro cuadrantes. Cada cuadrante fue representado por una letra (A — P).
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Figura 6 Disposicion de las trampas de captura viva en sus cuadrantes. Cada cuadrante estaba formado

por tres trampas Sherman en cada esquina y dos trampas Ugglan en el centro.

Figura 7 Esquema de los sitios de muestreo, representados por un circulo, los cuales estaban formados
por 4 cuadrantes, representados por un cuadrado. La mitad de los sitios incluy6 la presencia de ganado
bovino, mientras que la otra mitad no. Al mismo tiempo, la mitad de los cuadrantes se ubicaron en dreas
forestadas, representadas por el simbolo de un éarbol, y la otra mitad en dreas no forestadas,

representadas por el simbolo de pastizal.
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6.3.3 Toma de muestras

Los roedores estudiados fueron capturados durante 3 noches de trampeo, cada mafiana todas las trampas

fueron revisadas en busca de individuos capturados los cuales fueron transportados a un laboratorio de

campo donde se anestesiaron mediante la inhalacién de isofluorano para ser luego eutanasiados por

dislocacion cervical bajo normas de bioseguridad y bienestar animal (Mills y col., 1995). La captura,

sacrificio y transporte de roedores contd con el aval correspondiente otorgado por la Direccion de Flora

y Fauna (nim. de disposicién 48/12) y del Comité Asesor de Etica y Seguridad (CAES) de la Facultad
de Cs Veterinarias de la UNL.

De cada individuo se registraron:

Especie, determinada inicialmente en el campo segin Massoia y Fornes (1969) y confirmada por
morfologia craneana bajo la supervision del Dr. Ulyses Pardifias en el Centro Nacional
Patagénico (CENPAT-CONICET).

Sexo, determinado mediante visualizacién de érganos sexuales.

Edad, determinada segtin pelaje, medidas morfométricas y desarrollo de 6rganos sexuales.

Peso, medido con una balanza analitica portatil con una precisioén de 0,01g.

Medidas morfométricas, con un calibre digital milimétrico se midieron largo de oreja y tarso, con
una regla el largo del cuerpo y largo de cola.

Condicion corporal, mediante estimacion por palpacion del grado de cobertura muscular y grasa
de la columna vertebral y de la pelvis, se asigné un puntaje del 1 al 10.

Estado reproductivo, las hembras se clasificaron de la siguiente manera: “vagina no perforada”,

99 ¢ 29 ¢¢

“vagina perforada”, “gestante”, “en lactancia”. La gestacion fue confirmada durante la necropsia,

tomando nota del tercio de prefiez, nimero y peso de embriones. Los machos se clasificaron
segun la posicién de sus testiculos en: “abdominales”, “semi-escrotales” y “escrotales”.
Conteo de células sanguineas, se realiz6 el recuento de globulos rojos (GR) y glébulos blancos

(GB) siguiendo la metodologia desarrollada por Beldomenico y col. (2008).

De cada roedor se obtuvieron muestras de sangre con EDTA, pulmén, higado, suero y paquete de células

sanguineas que se conservaron en nitrégeno liquido en tubos eppendorf individuales hasta ser
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transportados al Laboratorio de Ecologia de Enfermedades (LEcEn) del Instituto de Ciencias
Veterinarias del Litoral (ICiVet-Litoral), UNL-CONICET, donde se conservaron a -20 °C o a -80°C en
el caso de las muestras de higado. El resto del cadaver y los ectoparasitos colectados al momento de la
manipulaciéon de los roedores fueron conservados en etanol 96° para determinar su especie mediante
taxonomia del craneo en el caso de los roedores, y luego ser examinado bajo lupa binocular en busca de
garrapatas y otros ectoparasitos.

Por otro lado, durante el transcurso de los muestreos, se colectaron garrapatas adultas del ambiente en su
fase de vida libre y del ganado bovino en su fase parasitica para determinar su especie, confirmar la
presencia de A. triste y evaluar la presencia de otras especies de garrapatas. Las garrapatas del ambiente
se colectaron con un pafio de tela de 1m x 1m deslizdndolo sobre la vegetacion de los alrededores de los
cuadrantes de muestreo. Este procedimiento se realizé en cada sesion de muestreo por dos dias a la

misma hora. Estas garrapatas, al igual que las colectadas en los bovinos, fueron conservadas en etanol

96°.

En cuanto a los datos ambientales estudiados, se tomo registro de las siguientes variables:

Estacion: la estacionalidad fue estudiada dividiendo el afio en 4 estaciones segin solsticios y
equinoccios, y mediante la utilizacion de componentes sinusoidales que reflejen un ciclo anual
(Beldomenico y col., 2008).

Datos macroclimdticos: precipitaciones, humedad y temperatura minima, maxima y promedio durante el
periodo relevante a la sesién o en periodos anteriores fueron obtenidos de la estacion meteoroldgica
IMETOS PRO del INTA Delta (S: 34°10725,7°" O: 58° 51 58,1).

Abundancia de hospedadores por cuadrante: para cada especie de roedores se tuvo una aproximacion de
la abundancia de cada cuadrante de trampeo utilizando el nimero de roedores capturados por cuadrante.
Presencia de ganado: al inicio del estudio de tomo registro de cuales cuadrantes se encontraban en
presencia de ganado y cudles no.

Tipo de vegetacion: al inicio del estudio se tomo registro de cuales cuadrantes se encontraban en dreas

de bosques implantados y cudles no.

26



6.3.4 Analisis de las muestras

En el LEcEn (ICiVet-Litoral, UNL-CONICET), cada roedor fue inspeccionado bajo lupa binocular en
busca de ectoparasitos. Se colectaron garrapatas, dcaros, piojos y pulgas, los cuales fueron conservados

en tubos eppendorf con etanol 96° separados por taxa por individuo.

Las especies de garrapatas colectadas a partir de roedores, bovinos y del ambiente fueron determinadas
seglin morfologia siguiendo a Marques y col. (2004), Estrada-Pefia y col. (2005) y Martins y col. (2014),
y mediante la comparacién con material de la coleccién presente en el INTA, E.E.A. Rafaela bajo la
supervision del Dr. Santiago Nava. Se determinaron también dcaros del orden Mesostigmata de acuerdo
a Strandtmann y Wharton (1958) y Furman (1972); pulgas segtin Johnson (1957), Smit (1987) y Linardi
y Guimaraes (2000), y piojos segun Johnson (1972) y Durden y Musser (1994), bajo la supervision de la
Dra. Marcela Lareschi (CEPAVE, UNLP-CONCIET).

Uno de los factores del hospedador incluidos en los andlisis del presente capitulo fue la concentracion de
anticuerpos naturales (ACn) de los roedores, los cuales fueron determinados mediante la técnica de
hemaglutinacion descripta por Racca y col. (2014). Estas determinaciones fueron realizadas por la Dra.

Andrea Racca, inmundloga del grupo de investigacion.

6.3.5 Analisis de datos:

Para el objetivo descriptivo del presente capitulo se determinaron la prevalencia de ectopardsitos por
especie hospedadora (nimero de roedores positivos a una determinada especie ectoparasitica sobre el
total de roedores de una determinada especie examinados, multiplicado por 100), abundancia media de
ectopardsitos (total de individuos de una determinada especie ectoparasitica sobre el total de roedores de
una determinada especie examinados) y el indice Kappa (x) en el cual O y 20 representan la maxima y
minima agregacion respectivamente (Wilson y col., 2002).

Se evalué también si las asociaciones observadas fueron registradas en estudios realizados previamente
en el INTA Delta (ej. Mauri, 1966; Mauri y Capri, 1972; Lareschi y Sdnchez Lépez, 2000; Nava y col.,
2004; Nava y col., 2011). Considerando que la definicion de la eco-region Islas y Delta del Parana segun
Burkart y col. (1999) incluye el estuario del rio de La Plata, se verificé si las asociaciones encontradas
en este estudio habian sido determinadas previamente en los trabajos de Lareschi (1996, 2010a) en Punta

Lara (34°47°S, 58°01°0), Liljesthrom y Lareschi (2002) en Berisso (34°52°S, 57°53°0), Lareschi y col.
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(2003) en Hudson (34°45°S, 58°06°0), Navone y col. (2009) entre Hudson (34°45°S, 58°06°0) y La
Balandra (34°56°S, 57°42°0), localidades ubicadas en las costas del rio de La Plata, més el trabajo de
Nava y col. (2003) en las costas del Parand en Ramallo (33°32°S, 59°52°0), todas de la provincia de
Buenos Aires.

Considerando que la distribucion de los parésitos sobre los hospedadores corresponde a una distribucién
binomial negativa, para evaluar la asociacidén de estos con diversos factores, se desarrollé un anélisis
estadistico multivariado utilizando Modelos Lineales Generalizados Mixtos (MLGM) con una respuesta

binomial negativa utilizando el paquete glmmADMB del softwate estadistico R (R Foundation for

Statistical Computing, http://www.r-project.org). Para controlar el efecto de la falta de independencia de
las observaciones del mismo cuadrante de muestreo, se incluyé como factor al azar “Nimero de
cuadrante”. Este tipo de andlisis multivariado permitié examinar el efecto de una variable independiente
determinada ajustando por el resto de las variables independientes del modelo, por ejemplo: se evalud el
efecto de los distintos tipos de vegetacion sobre la abundancia de A. friste a iguales condiciones de sexo,
edad, condicién corporal, presencia de ganado, etc.
En un primer modelo (Modelo 1) se evalud la presencia de asociacion entre la carga de larvas (LL) y
ninfas (NN) de A. triste (A. triste total) como variable dependiente y la especie de roedor muestreada
como variable independiente, considerando para el analisis solo a A. azarae y O. rufus debido a ser las
especies con el mayor nimero de capturas. Se incluyeron en el Modelo 1 como posibles factores
enmascaradores a:

o Estacion del aiio (determinada por solsticios y equinoccios como primavera, verano, otoflo e

invierno)

o Presencia de ganado bovino (presente / ausente)

o Tipo de vegetacion (area forestada / area no forestada)

o Sexo (macho/hembra)

o Condicion corporal (estimada mediante un indice residual, ver pagina siguiente)

o Largo de cuerpo

o Abundancia de piojos

o Abundancia de pulgas

o Abundancia de Ixodes loricatus

o ACn (valores de titulacion)

o Aiio de muestreo (1= Septiembre 2010 - Octubre 2011; 2= Noviembre 2011 — Octubre 2012)

o Interacciones consideradas de relevancia como especie x ACn, especie x afio de muestreo, etc.
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En una segunda etapa se evalu6 la asociacién entre la abundancia de A. triste en sus hospedadores y
diversas variables del hospedador, del ambiente y la interaccion con otros ectoparasitos. Para tal fin, se
utilizaron un segundo y cuarto modelo en donde se consider6 como variable respuesta la abundancia
media de larvas (LL) (Modelo 2) y ninfas (NN) (Modelo 4) de A. triste obtenidas solo a partir de A.
azarae, ya que fue la unica especie de roedor capturado lo suficientemente abundante como para
estudiar la cantidad de variables independientes de interés y sus interacciones.
En el modelo 2 y 4 se evalué el efecto de las siguientes variables independientes cuyas definiciones
fueron abarcadas en la descripcion del modelo 1: Factores Ambientales: Afio de muestreo, estacion del
afio, presencia de ganado bovino, tipo de vegetacion.

Factores del hospedador: Largo de cuerpo (como
estimador de edad y tamafio corporal), sexo, condicion corporal (indice residual, ver parrafo siguiente),

estado reproductivo (activo/inactivo, ver siguiente pagina), GB, GR, ACn.

Co-infestacion con otros ectoparasitos: se incluyeron
en el modelo conteos de: otro estadio de A. triste (Ej.: si larvas de A. triste es la variable dependiente, se
incluy6 a ninfas de A. triste como variable independiente), 1. loricatus (la otra especie de garrapata

presente en el drea de muestreo), dcaros, piojos y pulgas.

Para estimar la condicion corporal de los roedores estudiados se cred un indice residual ajustado para
controlar aquellas distorsiones en el peso provocado por el estado reproductivo de “gestante” (Green,
2001). Este indice se calcul6 a partir de la regresion lineal entre masa corporal (variable respuesta) y
largo del cuerpo, estado de prefiez (factor de 4 niveles: no prefiado (incluye machos) - prefiez temprana
— prefiez en término medio — prefiez avanzada) y niimero de embriones de la siguiente manera:

Indice residual = residuales (Im (peso ~ largo del cuerpo + estado de prefiez + cantidad de embriones,

data = data)).

La concentracion de GB, GR y ACn fueron utilizados como estimadores de la condicion fisioldgica de
los hospedadores. Niveles bajos de GR son indicativos de una capacidad aerdbica escaza, resultado de
una nutricién insuficiente, un proceso de infeccién o de parasitismo (Beldomenico y col., 2008). Los
valores de concentracion de GB son considerados indicadores del grado de inversién en inmunidad
celular (Beldomenico y col, 2008) y ACn como indicadores del nivel de inmunidad humoral (Racca y

col., 2014).
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Por otro lado, se incluyeron en el andlisis aquellas interacciones de dos vias que se consideraron
relevantes. Por ejemplo, se incluy6 la interaccion “sexo x acaros”, en donde se evalu6 si el efecto sobre
la abundancia de A. triste en machos o en hembras varia ante una co-infestacion con una mayor o menor
carga de dcaros. El modelo inicial, que incluye todas las variables independientes y las interacciones de
interés, fue reducido gradualmente mediante la eliminacién de términos utilizando el criterio de AIC
(Akaike Information Criteria) (Akaike, 1974), aquellos términos cuya eliminacién gener6 el aumento del
AIC en mas de 2 unidades no fueron eliminados del modelo. En casos de sobredispersion se utiliz6 el
criterio de QAIC (Quasi-Akaike Information Criteria) (Richards, 2008). Este criterio fue utilizado en la

seleccion de modelos a lo largo de toda la tesis.

Por tltimo, para evaluar el efecto del estado reproductivo (activo/inactivo) se creé un subset de datos
que incluyé solo a aquellos individuos capturados en la época reproductiva (Octubre a Marzo). Se
considerd como “activos” a aquellos roedores machos con testiculos en posicion escrotal y hembras con
signos de estro (vagina perforada), de lactancia o prefiez reciente o actual. Se consider6 como
“Iinactivos” a machos con testiculos en posicion semi escrotal o abdominal y hembras no perforadas y
sin signos de prefiez o lactancia. En cada modelo final se evalud el efecto del estado reproductivo dentro

de este subset.

Como parte del objetivo de la presente tesis, se considerd estudiar la asociacidn entre la abundancia
media de LL y NN de A. triste en A. azarae con determinados factores abidticos como los niveles de
precipitaciones (mm), temperatura del suelo (C°) y de déficit de saturacion (DS, mmHg). Sin embargo,
se encontrd que estos factores presentaron un alto grado de correlacion (Resultado del test de correlacion
de Pearson mayor a 0,9) con la variable estacion del aiio, por lo que no pudieron ser incluidos
conjuntamente en el mismo modelo y podrian, ademds, explicar la variabilidad de la abundancia media
de LL y NN a lo largo del afio. Es asi que, de encontrarse asociacion entre estacion del aiio y LL y/o
NN, se evalud, mediante MLGM con una respuesta binomial negativa utilizando el mismo paquete,
softwate y factor al azar que en los modelos anteriores, si las variables abidticas mencionadas podrian
explicar esta asociacion. Como primer paso se evalud, mediante la comparacién de modelos a través de
valores de AIC, que temperatura (minima, promedio o maxima) era la mds apropiada para el modelo,
siendo el modelo con temperatura minima la que obtuvo el menor valor de AIC. Como segundo paso se
obtuvieron valores promedio de temperatura minima y de DS, asi como valores totales de
precipitaciones, de periodos formados de 1 semana cada uno, hasta 8 semanas para LL y 4 semanas para

NN previas e incluyendo a la fecha de captura de los roedores. Se consideraron estos periodos de tiempo
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segtn los datos de campo disponibles de incubacién de huevos (53 dias) y quitinizacién y busqueda de
un hospedador (Aprox 15 dias) para LL, pre- muda de LL (15 dias) y quitinizacién y bisqueda de un
hospedador (Aprox 15 dias) para NN (Nava y col., 2011).

De esta forma quedaron conformados 9 periodos (del O al 8) para LL y 5 periodos (del O al 4) para NN,
cada uno con un valor promedio de temperatura minima y DS y valor acumulado de precipitaciones.
Cada uno de estos periodos se incluy6 en un modelo diferente y se seleccioné aquel con el menor valor
de AIC. Como ultimo paso se evalué un modelo (Modelo 3 para LL y Modelo 5 para NN) con los
periodos de temperatura minima, DS y precipitaciones seleccionados y estaciéon del afio y afio de
muestreo, con el fin de observar si en esta situacion la variable estacién del afio perdia o mantenia su
asociacion con la abundancia media de LL y/o NN, lo que permitié explorar si esa asociacion era en

realidad explicada por las variables mencionadas o no.

El déficit de saturacion (DS) utilizado se calcul6 a partir de la féormula descripta por Randolph y Storey

(1999):

DS = (1-RH/100) x 4.9463 x € 0.0621T
RH: Humedad relativa promedio

T: temperatura diaria promedio
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6.4 Resultados

6.4.1 Comunidad de ectoparasitos de roedores sigmodontinos del Delta del Parana

Se capturaron un total de 782 roedores (familia Cricetidae, subfamilia Sigmodontinae) de las especies
Akodon azarae, Oxymycterus rufus, Oligoryzomys flavescens, Oligoryzomys nigripes, Scapteromys
aquaticus, Deltamys kempi y Holochilus brasiliensis, en orden de abundancia decreciente. En la tabla 1
se presentan el nimero de capturas de cada especie de roedor, el rango y valor promedio de peso (g) y el
largo de cuerpo (cm), la proporcién de individuos machos y hembras, la proporcion de juveniles (1),
subadultos (2) y adultos (3). En la tabla 2 se presentan los rangos y valores promedio de recuento de
eritrocitos (GR) y leucocitos (GB) por pl de sangre analizada de cada especie de roedor. Por dltimo, en
la tabla 3 se presentan el numero de roedores capturados segin estacion (verano, otofio, invierno y
primavera), segun presencia o ausencia de ganado bovino en el sitio de muestreo, y segin caracteristicas

de la vegetacion (érea forestada o no forestada).

Tabla 1: Nimero de especimenes de roedores capturados (N), rango y valor promedio del peso en
gramos (g), largo de cuerpo en centimetros (cm), porcentaje (%) de individuos machos y hembras y
porcentaje (%) de individuos segin las diferentes edades (juveniles (1), subadultos (2) y adultos (3)).
Roedores sigmodontinos capturados en la E.E.A. Delta del INTA entre septiembre de 2010 y octubre de
2012.

Especie N Peso Largo de Sexo (%) Edad (%)
(g) cuerpo M H 1 2 3
(cm)
Akodon azarae 6,1-56,7 5,7-11,8
391 (21,7) (9,8) 580 1| 420 |15 | 41,0 | 57,0
Oxymycterus 17,5-110 4,7-24,2
rufus 201 (64,1) (14,5) 57,0 | 43,0 |65 | 22,7 | 70,8
Oligoryzomys 6,7 28,9 6,4-11,9
flavescens ]2 (15,4) (8,5) 643 | 357 |48 | 48,8 | 464
Oligoryzomys 7,7—46,5 6,4-21,2
nigripes 45 (28,9) (10,8) 64,7 | 353 |20 353 ]| 62,7
Scapteromys 36,4 — 127 11,1-20,5
aquaticus 37 (86,6) (15,8) 51,3 | 48,7 |25 | 282 | 69,2
Deltamys kempi 13,2 - 20,5 8,8-10,9
9 (17,2) 9,9) 66,6 | 33,3 0 | 77,7 | 22,2
Holochilus 89,8 - 191 15,3-20,4
brasiliensis 3 (127,3) (17,4) 66,6 | 33,3 0 | 333 | 66,6
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Tabla 2.: Rango y valor promedio del recuento de eritrocitos (GR) y leucocitos (GB) por ul de sangre

analizada por especie de roedor capturado. Roedores sigmodontinos capturados en la E.E.A. Delta del

INTA entre Septiembre de 2010 y Octubre de 2012.

Especie GR millones/ pl GB /pul
Akodon azarae 0,8-19,5 1.150 - 40.000
9.,5) (9.420)
Oxymycterus rufus 0,9-17,1 50 —-43.100
(8,6) (10.200)
Oligoryzomys flavescens 2,8-17.4 700 —20.350
(9,4) (7.185)
Oligoryzomys nigripes 0,8-16,7 2.250 —24.750
(7,8) (8.789)
Scapteromys aquaticus 3,7-15,1 3.050 — 38.250
(8,1) (10.360)
Deltamys kempi 3,9-8,5 3.350 — 12.650
(6,2) (6.100)
Holochilus brasiliensis 5,6-8,8 10.100 — 10.200
(7,2) (10.150)

Tabla 3. Nimero de especimenes capturados segun estacion (verano, otofio, invierno y primavera) y
caracteristicas del sitio de muestreo: con presencia o ausencia de ganado bovino y vegetacion del tipo

area forestada o no forestada. Roedores sigmodontinos capturados en la E.E.A. Delta del INTA entre

Septiembre de 2010 y Octubre de 2012.

Estacion Ganado Vegetacion
Especie Ver | Ot | Inv | Prim SI No Forest. | No forest.
Akodon azarae 65 145 113 66 184 205 90 299
Oxymycterus rufus 46 52 39 64 90 111 44 157
Oligoryzomys flavescens 9 49 16 7 51 30 30 51
Oligoryzomys nigripes 9 16 12 8 13 32 25 20
Scapteromys aquaticus 5 17 6 9 17 20 3 34
Deltamys kempi 2 7 - - 3 6 0 9
Holochilus brasiliensis 2 1 - - 1 2 0 3
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En las Tablas 4, 5 y 6 se presentan el nimero de roedores positivos a los distintos ectopardsitos
colectados sobre el total de roedores capturados, el ndmero total de parésitos por especie de roedor y
valores de prevalencia, abundancia media y x de los diversos ectopardsitos colectados. Los valores de x
mostraron caracteristicas tipicas de las poblaciones pardsitas con una distribucién agregada sobre los

hospedadores.

Tabla 4. Se indica el nimero de roedores infestados / nimero de roedores capturados y estudiados,
numero total de parésitos, las prevalencias (%), las abundancias medias y el indice Kappa (x) para el
conjunto de las larvas y ninfas de cada especie de garrapata en cada especie hospedadora. Roedores

sigmodontinos capturados en la E.E.A. Delta del INTA entre septiembre de 2010 y octubre de 2012.

A.a O.r o.f O.n S.a D. k H.b
A. triste 131/391 71/124 10/34 8/26 4/7 2/9 2/3
N° total 895 1412 138 22 17 2 32
Prevalencia 33,5 57,2 29,4 30,5 57,1 22,2 66,6
Abun. media 2,3 114 4,1 0,8 24 0,2 10,6
K <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 <0,1 - <0,1
I loricatus 76/391 7/124 0/34 2/26 1/7 0/9 1/3
N° total 201 13 0 2 1 0 1
Prevalencia 19,5 5,6 0 7,7 14,3 0 33,3
Abun. media 0,5 0,1 0 <0,1 0,1 0 0,3
K 0,1 <0,1 - <0,1 - - -

* A. a = Akodon azarae, O. r = Oxymycterus rufus, O. f = Oligoryzomys flavescens, O. n = Oligoryzomys nigripes,
S. a = Scapteromys aquaticus, D. k = Deltamys kempi, H. b.= Holochilus brasiliensis
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Tabla 5. Se indica el nimero de roedores infestados / nimero de roedores capturados y estudiados,

numero total de parésitos, las prevalencias (%), las abundancias medias y el indice Kappa () para cada

especie y/o género de dcaro en cada especie hospedadora. Roedores sigmodontinos capturados en la

E.E.A. Delta del INTA entre septiembre de 2010 y octubre de 2012.

A.a O.r o.f O.n S.a D. k H.b
A. fahrenholzi 108/391 66/124 4/34 3/26 4717 3/9 1/3
N total 232 247 8 4 11 4 1
Prevalencia 27,6 53,2 11,7 11,5 57,1 33,3 33,3
Abun. media 0,6 1,9 0,2 0,2 1,6 0,4 0,3
K 0,4 0,3 0,1 0,5 2,1 <0,1 -
A. sp. del grupo 298/391 25/124 5/34 8/26 1/7 3/9 2/3
rotundus
N° total 1218 33 9 9 2 6 3
Prevalencia 76,2 20 14,7 30,7 14,3 33,3 66,6
Abun. media 3,1 0,3 0,3 0,3 0,3 0,6 1
K 1,2 4.4 0,4 <0,1 - 3,6 -
L. manguinhosi 4 /391 2/124 18/34 8/26 4717 1/9 1/3
N° total 5 2 65 20 45 11 21
Prevalencia 1,2 1,6 52,9 30,8 57,1 11,1 33,3
Abun. media <0,1 <0,1 1,9 0,8 6,4 1,2 7
K <0,1 - 0,4 0,2 1,3 0,2 -
L. paulistanensis 13 /391 3/124 18/34 16/26 177 0/9 0/3
N° total 17 4 48 59 1 0 0
Prevalencia 33 24 52,9 61,5 14,3 0 0
Abun. media <0,1 <0,1 1,4 2,3 0,1 0 0
K <0,1 0,1 1,1 0,6 - - -
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A. a O.r o.f O.n S.a D. k H.b
0. bacoti 18/391 93/124 3/34 4/26 2/7 0/9 1/3
N° total 22 1127 3 5 4 0 1
Prevalencia 4,6 75 8,8 15,4 28,6 0 33,3
Abun. media <0,1 9,1 <0,1 0,2 0,6 0 0,3
K 0,2 0,5 - <0,1 <0,1 - -
Gigantolaelaps sp 6/391 1/124 13/34 15/26 0/7 0/9 2/3
N° total 7 1 21 39 0 0 7
Prevalencia 1,5 0,8 38,2 57,7 0 0 0,9
Abun. media <0,1 <0,1 0,6 1,5 0 0 2,3
K <0,1 - 14,9 1,6 - - -
Mysolaelaps sp 6/391 3/124 19/34 4/26 0/7 0/9 0/3
N° total 9 3 79 7 0 0 0
Prevalencia 1,5 2,4 55,8 0,1 0 0 0
Abun. media <0,1 <0,1 2,3 0,3 0 0 0
K <0,1 <0,1 1,1 0,3 - - -

* A. a = Akodon azarae, O. r = Oxymycterus rufus, O. f = Oligoryzomys flavescens, O. n = Oligoryzomys nigripes,

S. a = Scapteromys aquaticus, D. k = Deltamys kempi, H. b.= Holochilus brasiliensis
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Tabla 6. Se indica el nimero de roedores infestados/ nimero de roedores capturados y estudiados,
ndmero total de pardsitos, las prevalencias (%), las abundancias medias y el indice Kappa (x) para cada

género de pulgas y piojos en cada especie hospedadora. Roedores sigmodontinos capturados en la

E.E.A. Delta del INTA entre Septiembre de 2010 y Octubre de 2012.

A.a O.r o.f O.n S.a D. k H.b
Polygenis sp 130/391 93/124 8/34 11/26 4717 3/9 2/3
N° total 209 390 12 21 15 7 7
Prevalencia 33,2 75 23,5 423 57,1 33,3 66,6
Abun. media 0,5 3,1 0,3 0,8 2,1 0,7 2,3
K 0,6 0,8 0,4 0,8 1,4 0,3 -
Craneopsyllasp | 96/391 40/124 2/34 1/26 4717 2/9 0/3
N° total 181 64 3 3 7 16 0
Prevalencia 24,5 32,3 5,8 3,8 57,1 2,2 0
Abun. media 0,5 0,5 <0,1 0,1 1 1,7 0
K 0,3 0,6 0,1 - 0,3 0,5 -
Hoplopleura sp 146 /391 97/124 19/34 19/26 0/7 8/9 1/3
N° total 2268 2000 212 273 0 26 12
Prevalencia 37 78,2 55,8 73,1 0 88,8 33,3
Abun. media 5.8 16,1 6,2 10,5 0 2,8 4
K 0,1 0,6 0,4 0,2 - 0,9 0,2

* A. a = Akodon azarae, O. r = Oxymycterus rufus, O. f = Oligoryzomys flavescens, O. n = Oligoryzomys nigripes,

S. a = Scapteromys aquaticus, D. k = Deltamys kempi, H. b.= Holochilus brasiliensis
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Todas las garrapatas colectadas de los roedores pertenecieron a la familia Ixodidae y estuvieron
representadas por larvas y ninfas de A. triste e I. loricatus. Las garrapatas colectadas del ambiente y del
ganado bovino fueron identificadas como especimenes adultos de A. friste. También se colectaron dcaros
del orden Mesostigmata de las familias Laelapidae (Androlaelaps fahrenholzi, Androlaelaps sp. del
grupo rotundus, Laelaps manguinhosi, Laelaps paulistanensis, Mysolaelaps sp. y Gigantolaelaps sp.) y
Macronyssidae (Ornithonyssus bacoti). En cuanto a las pulgas colectadas se identificaron las familias
Rhopallopsyllidae (Polygenis spp.) y Stephanocircidae (Craneopsylla sp.). Por dltimo, se colectaron e

identificaron piojos de la familia Hoplopleuridae (Hoplopleura sp.).

Las garrapatas A. triste e I. loricatus fueron halladas sobre todas las especies hospedadoras evaluadas
con la excepcion de O. flavescens y D. kempi que no presentaron 1. loricatus. Las asociaciones A. triste-
H. brasiliensis e I. loricatus - H. brasiliensis fueron registradas por primera vez en este estudio. Entre
ellas se destaca la asociacion de A. triste con H. brasiliensis ya que agrega un nuevo hospedador
potencial como fuente de infeccion de R. parkeri. Entre los acaros colectados e identificados A.
fahrenholzi, Androlaelaps sp. del grupo rotundus y L. manguinhosi fueron detectados sobre todas las
especies de roedores muestreados. Laelaps paulistanensis 'y O. bacoti se colectaron sobre todas las
especies hospedadoras, a excepcion de D. kempi y H. brasiliensis para el primero, y D. kempi para el
segundo respectivamente. Tanto Gigantolaelaps sp como Mysolaelaps sp fueron identificados hasta
género, encontrando a ambos infestando todas las especies de roedores con excepcion de S. aquaticus y
D. kempi para Gigantolaelaps sp para el primero y S. aquaticus, D. kempi y H. brasiliensis para el
segundo. En cuanto a pulgas y piojos, todas las especies de roedores muestreadas presentaron pulgas de
los géneros Polygenis y Craneopsylla y piojos del género Hoplopleura, con la excepcion de H.

brasiliensis 'y S. aquaticus que no presentaron Craneopsylla sp. 'y Holploleura sp., respectivamente.
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6.4.2 Factores extrinsecos e intrinsecos asociados a la abundancia de Amblyomma triste en sus

hospedadores sigmodontinos

Del total de roedores capturados y estudiados, se detectaron un O. rufus y dos A. azarae con 500 y 100
LL de A. triste, respectivamente. Estos individuos fueron considerados valores extremos (outliers)
debido a que los valores siguientes de cargas de LL de A. triste detectados en O. rufus y A. azarae
fueron 173 y 39, respectivamente, por lo que no fueron considerados en el andlisis. La eliminacion de
estos especimenes no implicé una modificacién en el tipo de distribucion de los datos (binomial
negativa). Una posible causa de la existencia de cargas tan elevadas de LL de A. triste podria ser el
contacto reciente de los roedores con un sitio de oviposicion de A. triste, motivo que no estaria
necesariamente relacionado con los factores del ambiente y hospedador estudiados en el presente

trabajo.

En el modelo I (Tabla 7) puede observarse que de todas las variables que se incluyeron inicialmente en
el modelo como enmascaradores, solo estacion del afio, ganado, abundancia de pulgas y ACn
presentaron una asociacién positiva con la abundancia media de A. triste total. En referencia al objetivo
final del modelo, se puede observar que los roedores de la especie O. rufus presentaron valores de
abundancia media de A. friste mayores que A. azarae (Tabla 7), sugiriendo la presencia de un

parasitismo diferencial entre A. triste y las dos especies de roedores sigmodontinos estudiadas.
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Tabla 7: Modelo lineal generalizado mixto final (Modelo 1) que muestra la asociacion entre la
abundancia media de Amblyomma triste por hospedador y la especie de roedor estudiada junto con
variables ambientales y del hospedador que pueden actuar como enmascaradores y modificadores de

efecto.

Modelo 1:

Respuesta= Abundancia de Amblyomma triste

Variables Independientes = Especie + Estacidn del afio + Presencia de
ganado + Punto de rocio + Precipitaciones + Anticuerpos Naturales
Factor al azar= “Numero de cuadrante ”

Término Coeficientes Error estandar P
Intercepto -2.582 0.463 2.6e-08 *
Especie O.rufus? 1.100 0.252 1.3e-05 *
Primavera® 2.463 0.278 <2e-16 *
Verano ° 2.660 0.277 <2e-16 *
Invierno ° 0.476 0.285 0.094
Ganado presente© 1.117 0.556 0.044*
Pulgas 0.116 0.037 0.001*
ACn 0.139 0.056 0.013*

Referencias: 2 A. azarae.
b Otofio.
¢Ganado ausente.

Estimacidn de la sobredispersién del modelo:

Sum (resid (modelol, type="pearson") #2 ) / df.residual (modelol) = 0.96
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En el modelo 2 (Tabla 8) observamos que las LL de A. triste se asociaron con todas las variables
ambientales estudiadas, asi como con sexo y ACn dentro de las variables del hospedador, y con todos los
ectopardsitos excepto dcaros y otro estadio de A. triste.

Dentro de los factores ambientales estudiados, se encontré que la abundancia media de las LL de A.
triste se modificé a lo largo de las estaciones del aio, con los registros mds bajos en otofio y los mds
altos en verano, aunque en el segundo afo de muestreo se detectaron abundancias similares en
primavera y verano (Tabla 8, Figura 8). Con respecto a la presencia de ganado bovino, se observé una
asociacion positiva en aquellos sitios con ganado, pero este efecto dependié de la abundancia de
roedores (Tabla 8, Figura 9); cuando el nimero de roedores capturados fue bajo, la diferencia de
abundancia de LL en los sitios con ganado fue marcadamente mayor que en aquellos sin ganado, pero
esta diferencia fue decreciendo a medida que la abundancia de roedores aument6 (Figura 9). Por dltimo,
se observé que, en sitios con una vegetacion del tipo “forestada”, la abundancia media de LL fue mayor
en aquellos roedores que presentaron una co-infestacion con I. loricatus; es decir, a mayor abundancia
de I loricatus mayor abundancia media de LL de A. friste pero solo en sitios forestados (Tabla 8, Figura
10).

En cuanto a los factores del hospedador, se observo que los especimenes de A. azarae de sexo hembra
presentaron mayores abundancias de LL de A. triste que los machos, pero esta diferencia se observé solo
en individuos parasitados con piojos; a mayor carga de piojos mayor abundancia de LL en hembras; en
especial en aquellas sin pulgas (Tabla 8, Figura 11). Titulos de ACn estuvieron positivamente
correlacionados con las LL de A. triste independientemente del resto de las variables (Tabla 8), a
mayores titulos de ACn mayor fue la abundancia media de LL.

En relacioén a la co-infestacion con otros ectopardsitos se observé una asociacion entre la abundancia de
pulgas y piojos con la abundancia de LL de A. triste (Tabla 8). Al aumentar la carga de pulgas aument6
la abundancia media de LL, pero al aumentar la carga de piojos se observo el efecto inverso (Tabla 8,
Figura 11). Como se menciond previamente, en hembras de A. azarae sin pulgas al aumentar la
abundancia de piojos aumenté la abundancia de LL, sin embrago, al estar parasitadas con pulgas esta
asociacion se invirtié: en hembras con pulgas al aumentar el nimero de piojos la carga de LL de A. triste
disminuy6 (Figura 11). En A. azarae machos no se encontré asociacion entre LL y carga de piojos, a
menos que estuvieran parasitados con pulgas, en cuyo caso el sentido de la asociacion fue negativo
(Figura 11). Ixodes loricatus estuvo asociado positivamente a LL de A. triste solo en aquellos sitios con

vegetacion del tipo forestada (Tabla 8, Figura 10).
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Tabla 8: Modelo lineal generalizado mixto final (Modelo 2) que muestra la asociacion entre la
abundancia media de LL de Amblyomma triste por hospedador (Akodon azarae) y variables ambientales,

del hospedador y la interaccion con otros ectoparasitos.

Modelo 2:

Variable Respuesta = Abundancia de larvas de Amblyomma triste
Variables Independientes = Sexo + Estacidon del afio + Presencia de

ganado + Abundancia de roedores + Abund. De . loricatus +

Anticuerpos Naturales + Piojos + Pulgas + Ganado*Abun. Roedores +
Sexo*Piojos + Piojos*Pulgas + Vegetacion*!. loricatus + Afio de
muestreo * Estacion del afio. Factor al azar= “NUmero de cuadrante ”

Termino Coeficientes  Error estandar P
Intercepto -2.551 0.912 0.005*
Ao muestreo? -1.182 0.568 0.037*
Primavera® 0.225 0.923 0.807
Verano® 1.523 0.590 0.009*
Invierno® -0.434 0.570 0.446
Sexo ¢ 0.059 0.281 0.832
Ganado presente® 2.304 0.961 0.016*
Abund. Roed. 0.019 0.088 0.822
Vegetacion® -1.096 0.897 0.221
I. loricatus 0.090 0.108 0.401
ACn 0.233 0.082 0.006*
Piojos 0.160 0.062 0.011*
Pulgas 0.206 0.099 0.037*
Ganado® *Abun. Roed. -0.311 0.130 0.016*
Sexo ¢ *Piojos -0.162 0.062 0.010 *
Piojos*Pulgas -0.052 0.021 0.008 *
Veget.t */. loricatus 0.920 0.374 0.013*
Ao m.? *Primavera 2.849 1.052 0.006*
Ao m.? *Verano 1.568 0.755 0.037*
Ao m.? *Invierno -0.139 1.087 0.898

Referencias:

2 Afio de muestreo 1
b Estacién: Otofio.

¢ Sexo: Hembra.

® Ganado: ausente.

Evegetacion: No forestado

Estimacién de la sobredispersion del modelo:

Sum (resid (modelo 2, type="pearson") *2) / df.residual (modelo 2) = 1.13

42



15

1.0

05
I

ABUNDANCIA MEDIA DE LARVAS PREDICHA

Primavera Verano Otofio Invierno

Estacion del afio

Figura 8 Prediccion de la abundancia media de LL de Amblyomma triste mediante MLGM, sugiriendo un efecto
de la variable estacion del aiio en los dos anos de muestreo (Prediccién para un Akodon azarae macho en un sitio

sin ganado bovino y no forestado. El resto de las variables se presentan en valores promedio o modales).
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Figura 9 Prediccién de la abundancia media de LL de Amblyomma triste mediante MLGM, sugiriendo un efecto
de diferentes valores de abundancia de roedores en sitios con y sin ganado bovino (Prediccién para un Akodon
azarae macho en primavera en un sitio no forestado. El resto de las variables se presentan en valores promedio o

modales).
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Figura 10 Prediccién de la abundancia media de LL de Amblyomma triste mediante MLGM, sugiriendo la
interaccién entre el tipo de vegetacidn y la abundancia de 1. loricatus. (Prediccién para un Akodon azarae macho

en un sitio sin ganado bovino en primavera. El resto de las variables se presentan en valores promedio o modales).
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Figura 11 Prediccién de la abundancia media de LL de Amblyomma triste mediante MLGM, sugiriendo una
interaccion entre la abundancia de piojos y pulgas, y la abundancia de piojos y el tipo de sexo. (Prediccién para un
Akodon azarae en un sitio con ganado bovino y no forestado en verano. El resto de las variables se presentan en

valores promedio o modales).
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Con respecto a las variables ambientales que fueron estudiadas como posibles variables explicativas de
los cambios de abundancia de LL de A. triste entre las estaciones del aiio (Tabla 9), se encontré que para
la variable precipitaciones el periodo de influencia sobre la abundancia media de LL de A. triste en A.
azarae es 5 semanas antes de su fase parasitica, es decir, durante el periodo de incubacién de huevos;
para temperatura minima fue la semana 2 y para el DS la 1, es decir, durante el periodo de quitinizacién
y busqueda de hospedador (Tabla 9). Todas las asociaciones observadas fueron positivas. Al incluir a
estas variables en el modelo 3 A, que contiene a estacion del afio y afio de muestreo como variables
explicativas y abundancia media de LL de A. triste como variable respuesta (Tabla 9), se encontrd que
estacion del aiio pierde su asociacion con LL (Tabla 9). Esto demuestra que la variabilidad de la
abundancia media de LL de A. triste explicada por la estacion del aiio podria deberse a cambios en las
condiciones ambientales, determinados por los valores de las precipitaciones, el DS y la temperatura
minima, que influyen en la fase de vida libre de las LL, aumentando o disminuyendo el nimero
disponible de estas en el ambiente con el consecuente aumento o disminuciéon de LL en sus

hospedadores.

45



Tabla 9: Modelos lineales generalizados mixtos que muestran la asociacion entre estacion del aiio 'y

abundancia de LL de A. triste (Modelo 3 A); 1a perdida de asociacion de estacion del aiio y abundancia

de LL de A. triste al incluir en el modelo a las variables precipitaciones acumuladas (mm) del periodo 5

(Prec. P. 5), temperatura minima promedio (C°) del periodo 2 (Tmin. P. 2) y DS promedio (mmHg) del

periodo 1 (Ds. P. 1) (Modelo 3 B); y por dltimo, la asociacion entre abundancia de LL de A. triste y las

variables precipitaciones acumuladas (mm) del periodo 5, temperatura minima promedio (C°) del

periodo 2 y DS promedio (mmHg) del periodo 1 (Modelo 3 C).

Modelo 3 A

Modelo 3 B

Variable Respuesta = Abundancia media de larvas de
Amblyomma triste.

Variables Independientes = Estacion del afio * Afio de
muestreo.

Factor al azar = “NUmero de cuadrante”

Coeficiente Error estandar P

Intercepto -1.557 0.610 0.011*
Primavera 2 0.639 0.963 0.507
Verano? 2.709 0.652 3.2e-05 *
Invierno? 0.537 0.485 0.269
Afio muestreo® -0.536 0.553 0.332
Primavera?® *afio® 2.136 1.149 0.063
Verano? *afio® 0.287 0.786 0.715
Invierno? *afio®  -0.878 1.049 0.403
Referencias: ® Otofio ®Afio 1

Modelo 3 C

Variable Respuesta = Abundancia media de larvas de
Amblyomma triste. Variables Independientes = Estacion del
afio * Afio de muestreo + Precipitaciones periodo 5 + Temp.
minima periodo 2 + DS periodo 1.
Factor al azar= “Nimero de cuadrante”

Coeficiente Error estdandar P

Intercepto -5.118 0.821 4.6e-10*
Primavera ? 0.458 0.846 0.588
Verano? -0.224 0.729 0.758
Invierno? 0.265 0.543 0.625
Afio muestreo® -0.024 0.517 0.963
Prec.P.5 0.055 0.012 1.1e-05 *
Tmin. P. 2 0.371 0.263 0.158
Ds.P.1 0.581 0.264  0.028 *
Primavera? *afio? -0.090 1.049 0.931
Verano? *afio® 0.135 0.745  0.856
Invierno? *afio® 0.025 1.064 0.981

Referencias: @ Otofio P Afio 1

periodo 2 + DS periodo 1.

Variable Respuesta = Abundancia media de larvas de Amblyomma triste
Variables Independientes = Precipitaciones periodo 5 + Temp. minima

Factor al azar= “Numero de cuadrante”
Error estandar P

Coeficiente
Intercepto -4.884
Prec.P.5 0.057
Tmin. P. 2 0.382
Ds.P.1 0.527

0.694 2.0e-12 *
0.009 6.6e-09 *
0.177 0.031 *
0.176 0.002 *
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En el Modelo 4, en el cual se evalué la asociacion de diversas variables con la abundancia media de NN
de A. triste, se observo que las NN presentaron asociaciones con presencia de ganado bovino, estacion
del afio y precipitaciones como variables ambientales, condicion corporal y largo de cuerpo dentro de
las variables del hospedador, y por ultimo, con la abundancia de 1. loricatus como co-infestacion con

otros ectoparasitos.

En cuanto a los factores ambientales, se encontré que la abundancia media de NN estuvo influenciada
por la estacion del aiio (Tablas 10, Figura 12) con los registros mds bajos en otofio y los mas altos en
verano, siendo esta asociacion influenciada por la abundancia de I. loricatus (Figura 13). En la figura 14
se graficaron las cargas totales de LL y NN de A. triste en A. azarae en cada campafia de muestreo,
pudiéndose observar la coincidencia de los picos de abundancia de ambos estadios inmaduros de A.
triste en los meses de verano. Con respecto a la presencia de ganado bovino, las NN presentaron
mayores valores de abundancia en sitios con ganado independientemente del efecto de otras variables
(Tabla 10).

De los factores del hospedador estudiados, se encontré que largo de cuerpo se correlaciond
negativamente con la abundancia media de NN, pero solo en aquellos individuos co-infestados con 1.
loricatus (Tabla 10, Figura 13), cuanto mds elevadas fueron las cargas de I. loricatus mas marcada fue la
correlacion negativa observada. La condicion corporal de A. azarae también se asocié negativamente
con las NN de A. triste, pero nuevamente dependiendo de la abundancia de I. loricatus (Tabla 10, Figura
13), cuanto mayor la carga de I. loricatus menor abundancia de NN al mejorar la condicién corporal del
hospedador.

Por udltimo, la abundancia media de NN present solo la asociacion con 1. loricatus en cuanto a la co-
infestacion con otros ectopardsitos, siempre interactuando con otras variables independientes. Al
aumentar la abundancia de I. loricatus se encontraron mayores abundancias de NN de A. triste en
especial en la estacién primavera y en A. azarae de menor largo de cuerpo y peor condicién corporal

(Tabla 10, Figura 13).

De todas las variables estudiadas el estado reproductivo, WBC, RBC, dcaros y otro estadio de A. triste

fueron las variables independientes que no presentaron asociaciones con LL ni NN de A. triste.
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Tabla 10: Modelo lineal generalizado mixto final (Modelo 4) que muestra la asociacion entre la
abundancia media de NN de Amblyomma triste por hospedador, Akodon azarae, y variables ambientales,

del hospedador y otros ectoparasitos.

Modelo 4:

Respuesta = Abundancia de ninfas de Amblyomma triste

Variables Independientes = Estacidn del afio + Presencia de ganado +
Abund. de I. loricatus + Condicién corporal + Largo de cuerpo + /.
loricatus*Cond. corporal + Estacidn afio*!. loricatus + I. loricatus*Largo
de cuerpo

Factor al azar = “NUmero de cuadrante ”

. . Error
Termino Coeficientes
estandar

Intercepto -4.814 3.208 0.133
Primavera 2.674 0.856 0.002*
Verano @ 3.266 0.734 8.6e-06*
Invierno @ 2.546 0.693 0.0002*
Ganado ® 11.820 5.062 0.019*
I. loricatus 0.106 0.072 0.138
Condicién corporal -0.018 0.323 0.954
Largo cuerpo 1.287 0.639 0.044*
I. lori* Cond. corp -0.173 0.091 0.050*
Primavera?® * I. lori 1.156 0.769 0.132
Verano?® *|. lori -1.118 0.520 0.032*
Invierno? * I lori -1.080 0.451 0.016*
I. lori * Largo cuerpo -1.122 0.501 0.025*

Referencias:
a Estacion: Otofio.
b Ganado: ausente.

Estimacién de la sobredispersion del modelo:

Sum (resid (modelo 4, type="pearson") A2) / df.residual (modelo 4) = 0.7
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Figura 12 Prediccién de la abundancia media de NN de Amblyomma triste mediante MLGM,
sugiriendo el efecto de la variable estacion del aiio (Prediccion para un Akodon azarae en un sitio con

ganado bovino. El resto de las variables se presentan en valores promedio o modales).
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Figura 13 Prediccién de la abundancia media de NN de Amblyomma triste mediante MLGM, sugiriendo
la interaccion entre Ixodes loricatus con estacionalidad, condicion corporal y largo de cuerpo
(Prediccion para un Akodon azarae en un sitio sin ganado bovino. El resto de las variables se presentan

en valores promedio o modales).
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Figura 14 Conteo total de larvas y ninfas de A. triste en A. azarae por campaiia de muestreo. La

campafia 5 corresponde al mes de febrero, la 10 a agosto, la 15 a enero y la 20 a julio.

Al igual que para LL, se estudiaron tres variables ambientales como posibles variables explicativas de
los cambios de abundancia de NN de A. triste entre las estaciones del aiio (Tabla 11). Sin embargo, a
diferencia que para LL, al incluir en el modelo a aquellas variables ambientales en los periodos que
mejor ajustaron en el modelo (precipitaciones en el periodo 3, temperatura minima en el periodo 2 y DS
en el periodo 1), la variable estacion del aiio no perdié su asociacion con abundancia media de NN
(Tabla 11). Es decir, no podemos considerar en este caso que las variables estudiadas expliquen la

asociacion entre estacion del afio y NN.
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Tabla 11: Modelos lineales generalizados mixtos que muestran la asociacion entre estacion del afio y
abundancia de NN de A. triste (Modelo 5 A); la persistencia de la asociacion entre estacion del afio 'y
abundancia de NN de A. rriste al incluir en el modelo a las variables precipitaciones acumuladas (mm)
del periodo 3 (Prec. P. 3), temperatura minima promedio (C°) del periodo 2 (Tmin. P. 2) y DS promedio
(mmHg) del periodo 1 (Ds. P. 1) (Modelo 5 B); y por ultimo, la asociacién entre abundancia de NN de

A. triste y la variable estacion del aiio luego de eliminar las variables enmascaradoras no significativas

(Modelo 5 C).

Modelo 5 A Modelo 5 B
Variable Respuesta = Abundancia media de ninfas de Variable Respuesta = Abundancia media de ninfas de
Amblyomma triste. Amblyomma triste. Variables Independientes =
Variables Independientes= Estacidn del afio * Ao de Estacion del afio * Afio de muestreo + Precipitaciones
muestreo. periodo 3 + Temp. minima periodo 2 + DS periodo 1.
Factor al azar= “Nimero de cuadrante” Factor al azar = “Namero de cuadrante”
Coeficiente Error estandar P
Intercepto -4.445 1.083 4e-05 * Coeficiente Error estandar P
Primavera ? 2.462 1.315 0.061 Intercepto -3.782 1.287  -0.003 **
Verano? 3.311 1.227 0.007 * Primavera ?® 2.751 1.342 0.040 *
Invierno? 2.909 1.087 0.007 * Verano® 2.361 1.547 0.126
Afo muestreo® 0.988 1.227 0.420 Invierno® 1.602 1.206 0.184
Primavera® *afio® 0.396 1.533 0.796 Afio muestreo®  2.551 1.598 0.110
Verano® *afio® -0.970 1.422 0.495 Prec.P. 3 -0.023 0.017 0.194
Invierno? *afio ® -2.040 1.531 0.182 Tmin. P. 2 -0.954 0.374 0.010 *
DS.P.1 0.976 0.330 0.003 *
Primavera? *afio® -0.571 1.648 0.728
Verano? *afio® -1.466 1.960 0.454
Invierno® *afio®  -2.716 1.592 0.088

Referencias: @ Otofio ? Afio 1

Modelo 5 C

Variable Respuesta = Abundancia media de ninfas de Amblyomma triste. Variables
Independientes= Estacion del afio + Precipitaciones periodo 3 + Temp. minima
periodo 2 + DS periodo 1. Factor al azar= “NUmero de cuadrante”

Coeficiente Error estandar P

Intercepto -3.526 0.908 0.0001 *
Primavera ? 2.801 0.794 0.0004 *
Verano? 2.066 0.762 0.0067 *
Invierno? 1.265 0.848 0.1358
Prec. P.3 -0.005 0.010 0.6313
Tmin. P. 2 -0.570 0.327 0.0816
DS.P.1 0.660 0.282 0.0196 *

Referencias: 2 Otofio
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6.5 Discusion

6.5.1 Fauna ectoparasitica de roedores sigmodontinos del Delta del Parana

De las siete asociaciones pardsito-hospedador detectadas para A. triste, cinco coincidieron con las
halladas por Nava y col. (2011) en el INTA Delta y por Nava y col. (2005) y Debarbora y col. (2012) en
la provincia de Corrientes. A partir de este trabajo se registra por primera vez la asociacion A. triste- H.
brasiliensis. Con respecto a I. loricatus, Lareschi y Sdnchez Lopez (2000) observaron previamente la
asociacion de esta garrapata con A. azarae, O. rufus 'y O. nigripes (como O. delticola) en el INTA Delta
y también en otras localidades del estuario del Rio de La Plata, incluyendo a O. flavescens y S. aquaticus
(Lareschi, 1996; Lareschi y col., 2003). La asociacion 1. loricatus - H. brasiliensis es un primer registro,
en tanto que las asociaciones I. loricatus - O. rufus e I. loricatus - S. aquaticus no fueron previamente

documentadas fuera de la eco-region Islas y Delta del Parana.

En cuanto a los 4caros colectados, las asociaciones de A. fahrenholzi con O. rufus, O. nigripes y S.
aquaticus, Androlaelaps sp. del grupo rotundus con A. azarae y O. rufus, L. manguinhosi con O.
nigripes (como O. delticola) y S. aquaticus, L. paulistanensis con O. rufus y O. nigripes y, por ultimo,
O. bacoti con A. azarae y O. rufus, fueron registradas previamente en el INTA Delta por Mauri (1966) y
Lareschi y Sanchez Lépez (2000). Todas las asociaciones observadas para dcaros en este estudio tienen
antecedentes para otras localidades en la eco-region Islas y Delta del Parana (Lareschi, 1996;
Liljesthrom y Lareschi, 2002; Nava y col., 2003; Lareschi y col., 2003; Lareschi, 2006; Lareschi 2010a),
con la excepcion de la observada entre Androlaelaps sp. del grupo rotundus con H. brasiliensis y O.

nigripes.

Probablemente, los especimenes de Androlaelaps sp. del grupo rotundus colectados en este trabajo,
pertenezcan a distintas especies del género Androlaelaps existiendo cierto grado de especificidad
hospedatoria. Gettinger y Owen (2000) propusieron que A. rotundus en el Paraguay estaria formado por
al menos tres especies que co-evolucionaron junto a sus hospedadores, hipétesis que fue avalada por la
descripcion de nuevas especies especificas de sus hospedadores y por la postulacion del grupo rotundus
(Lareschi y Gettinger 2009; Lareschi, 2010b, 2011; Lareschi y Velazco, 2013). También se encontraron
diferencias morfoldgicas entre poblaciones de A. fahrenholzi y de O. bacoti halladas en diferentes

especies hospedadoras, lo que indicaria que, bajo el nombre de una unica especie de 4caro estidn
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representadas un complejo de especies (Nieri-Bastos y col., 2011; Lareschi y col., 2013). Lo mismo
sucederia para L. manguinhosi (Gettinger y col., 2011; Martins-Hatano y col., 2012) y L. paulistanensis
(Gettinger, 1992). La combinacion de estudios morfoldgicos y moleculares asi como bioldgicos, son
necesarios para confirmar la presencia de especies histdricas, nuevas especies o la resurreccion de otras
tanto a nivel local como regional, asi como para conocer sus aspectos evolutivos.

No se trataron en la presente discusion los resultados hallados sobre los dcaros Gigantolaelaps sp y
Mpysolaelaps sp, asi como de los géneros de piojos y pulgas colectados ya que sus especies no fueron

determinadas.

6.5.2 Abundancia de estadios inmaduros de Amblyomma triste en dos especies de roedores

sigmodontinos del Delta del Parana

Es sabido que las caracteristicas de los hospedadores son importantes determinantes de las dindmicas
poblacionales de las garrapatas, ya que pueden influir en las probabilidades de encuentro entre un
hospedador y estas, asi como también en el éxito del parasitismo (Brunner y Ostfeld, 2008). En el
presente estudio se encontré que roedores de la especie O. rufus presentaron una mayor abundancia de
A. triste en comparacion con A. azarae. Ambas especies de roedores presentan caracteristicas fisicas y
habitos que las diferencian, pudiendo generar las diferencias halladas en la abundancia media de A.
triste. Mientras que O. rufus presenta una alimentacion principalmente insectivora y prefiere habitats
como pastizales altos y salinos, A. azarae es mas bien una especie generalista en cuanto al tipo de
habitat por su alimentacién omnivora y habitos oportunistas (Cueto y col., 1995; Suarez y Bonaventura,
2001; Bonaventura, 2003; Gémez-Villafaiie y col., 2012; Maroli y col., 2015). En un estudio reciente
realizado en las cercanias del 4rea de estudio se encontré que O. rufus presenta principalmente un
desplazamiento horizontal a nivel del suelo, mientras que A. azarae se desplaza tanto horizontal como
verticalmente, pudiendo subir hasta mas de un metro en la vegetacion desplazdandose por encima de esta
(Maroli y col., 2015). Diferencias de hébitos y conductas de los hospedadores pueden influir en su
probabilidad de encuentro con las garrapatas (Fourie y Kok, 1992), por lo que se podria concluir que las
diferencias de comportamiento mencionadas, asi como otras aun desconocidas, podrian predisponer a O.

rufus a una mayor exposicion a los estadios inmaduros de A. triste.

Ademas de presentar diferentes caracteristicas en cuanto a comportamiento, también existen diferencias
fisicas macroscdpicas entre ambas especies. Una de ellas es el tamafo corporal, mientras que O. rufus
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tuvo un promedio de largo de cuerpo de 14,5 cm, A. azarae presentd valores promedio de 9,8 cm.
Estudios previos han demostrado que animales de mayor tamafio ofrecen nichos de superficie mas
extensa capaces de albergar un mayor nimero de parasitos (Anderson y Gordon, 1982; Hudson y col.,
2002; Cardon y col., 2011). Esto concuerda con los resultados hallados en el presente estudio en donde
O. rufus presenta mayor tamafio corporal y abundancia de ectopardsitos. Por otro lado, se ha encontrado
que animales de menor tamafio utilizan précticas antiparasitarias como el grooming con mayor
frecuencia que aquellas de mayor tamafio (Mooring y col., 2000), este podria ser otro factor que esté

influenciando en la distribucion de A. triste hallada.

Por tltimo, los animales de distintas especies presentan una mayor o menor resistencia a la infestacion
por garrapatas basada en diferencias principalmente celulares de la respuesta inmune. Estudios en
hospedadores de Rhipicephalus sanguineus encontraron que, aquellas especies o razas resistentes a la
infestacion por garrapatas presentan un predominio de baséfilos en la respuesta inmune local, mientras
que en aquellos hospedadores no resistentes predominan neutrofilos y eosinofilos (Szabd y col., 1995;
Ferreira y Silva, 1998; Ferreira y col., 2003; Veronez y col., 2010). Factores de este tipo podrian estar
influyendo en la diferencia de abundancia de A. friste entre las especies de roedores estudiadas. Estudios
que incluyan otras especies de roedores y consideren en conjunto diversos factores, en especial anélisis
mas profundos de la respuesta inmune generada, son necesarios para dar luz a las diferencias halladas

del parasitismo por A. triste.

Mas alld de los motivos que hayan generado las diferencias de parasitismo, se puede concluir que O.
rufus cumple un papel importante en la ecologia de A. triste al comportarse como fuente de alimento de

un mayor nimero de especimenes de A. triste en comparacion a A. azarae.
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6.5.3 Factores del hospedador y del ambiente que influyen en la abundancia media de larvas y

ninfas de Amblyomma triste en Akodon Azarae.

En cuanto a los factores de los hospedadores estudiados, en estudios previos se hallé que los roedores
machos pueden presentar una reduccion de la resistencia del sistema inmune innato y adquirido a la
garrapata Ixodes ricinus debido al efecto de la testosterona, la cual puede generar una diferencia de
parasitismo segun el sexo del hospedador (Hughes y Randolph, 2001). Esta relacién podria explicar por
qué el parasitismo de roedores por garrapatas ixddidas en general es mayor en los machos (Hughes y
Randolph 2001; Soliman y col., 2001; Krasnov y col., 2005a; Boyard y col., 2008; Harrison y col., 2010;
Krasnov y col., 2012; Lutermann y col., 2015). Sin embargo, estudios del parasitismo de otras especies
de garrapatas, como I loricatus en A. azarae, no han encontrado esta diferencia entre sexos
(Beldomenico y col., 2005; Colombo y col., 2014). En el presente trabajo encontramos un efecto del
factor sexo solo en aquellos individuos infestados con piojos: en hembras infestadas con piojos se
encontré6 mayor abundancia de LL de A. triste en comparacion con machos con las mismas cargas de
piojos, lo cual se contrapone con la hipdtesis de la inmunosupresion en machos expuesta. Es importante
destacar que el andlisis uni-variable de la comparacion de cargas de A. triste entre machos y hembras
nos muestra una mayor carga en machos (abundancia media de LL en machos = 2.0, en hembras= 1.2);
asi el controlar los andlisis por potenciales enmascaradores y efectos modificadores se vuelve importante
al intentar conocer las caracteristicas de las asociaciones pardsito — hospedador lo mds cercanas a la
realidad posibles. Estudios experimentales son necesarios para poder comprender la interaccion hallada

en este estudio.

Los ACn son en su mayoria IgM que proveen de inmunidad humoral inespecifica independiente de
estimulos antigénicos y son considerados estables a lo largo del tiempo (Ochsenbein y Zinkernagel,
2000). Esto les confiere el potencial de ser buenos indicadores de la inmunocompetencia en animales
silvestres (Racca y col., 2014), sin embargo, hay muchos aspectos de la fisiologia de los ACn por
descubrir. Por ejemplo, mientras que la produccion de anticuerpos es suprimida en situaciones de estrés
cronico (Padgett y Glaser, 2003), Eberhardt y col. (2013) encontraron que, en carpinchos, la restriccion
prolongada de alimento aumenta los niveles de ACn y coccidios, siendo este un hallazgo contrario a lo
esperado. Los autores proponen que ante situaciones de estrés el organismo invierte en inmunidad
innata, la cual es mds generalista a la hora de responder ante un antigeno. En la presente tesis, de los
indicadores del estado inmunitario de los hospedadores estudiados, solo se encontrd la asociacion de
titulos de ACn con la abundancia media de LL de A. triste, siendo esta asociacién positiva. Es decir, a
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mayores titulos de ACn mayor fue la abundancia media de LL. Si bien mayores niveles de parasitismo
han sido asociados a un estado de deplecion del sistema inmune (Krasnov y col., 2005a; Beldomenico y
Begon, 2010; Anderson y col., 2013), a partir los hallazgos de Eberhardt y col. (2013) se podria postular
que esta afirmacion podria diferir en el caso de los ACn. Una posible explicacién a lo hallado en la
presente tesis seria que, aquellos animales que se encontraban en condiciones menos favorables (ej:
menor disponibilidad de alimento), experimentaron mayores niveles de estrés con el consecuente
aumento de ACn y cargas de A. triste. Sin embargo, no se puede afirmar esta asociacién ya que no
fueron medidos indicadores de estrés crénico en los hospedadores. Otra posible explicacién a lo
observado podria basarse en que ante el parasitismo de LL de A. triste el organismo aumenta la cantidad
de ACn, sin embargo estos no son eficientes a la hora de combatir este tipo de parasitos. Estos hallazgos
pretenden principalmente sentar bases para futuros estudios que evalien con mayor profundidad esta

relacion y asi comprender més exhaustivamente y con mayor precision su significado.

La edad de los roedores de la misma especie estd fuertemente correlacionada con su tamafio (Zullinger y
col., 1984). Es por eso que utilizamos largo de cuerpo como un factor indicativo de tamafio y edad. A
pesar que la edad de un hospedador es considerada un factor clave en las interacciones pardsito —
hospedador (Soliman y col., 2001; Hudson y col., 2002; Brunner y Ostfeld, 2008; Cardon y col., 2011),
otros estudios en roedores silvestres no han podido encontrar asociacion entre edad y abundancia de
garrapatas (Beldomenico y col., 2005; Hawlena y col., 2006). En el presente trabajo, se hall6 una
asociacion negativa entre el largo de cuerpo y NN de A. triste, pero esta asociacién dependi6 de la
presencia de otro ectopardsito. La abundancia media de NN de A. triste decrecié a medida que aumentd
el largo del cuerpo/edad solo en aquellos roedores parasitados también con 1. loricatus. Una causa
probable de estos resultados es el diferente grado de madurez del sistema inmune que atraviesan los
individuos a lo largo de su vida, es decir, animales de menor largo de cuerpo/edad poseen un sistema
inmune que ha estado menos expuesto a pardsitos que aquellos de mayor largo de cuerpo/edad, lo que
los hace més susceptibles a infestarse con un mayor nimero y variedad de parasitos (Hudson y col.,
2002). Asi podria explicarse que animales de menor largo de cuerpo/edad hayan presentado mayores
abundancias de NN de A. triste al estar parasitados con I. loricatus. Sin embargo, los hallazgos en
relacion al grado de infestacion por pardsitos en funcién del largo de cuerpo/edad son inconsistentes en
la bibliografia existente, ya que también se ha encontrado que hospedadores de mayor tamafio/edad
presentaron mayores cargas de parasitos (Beldomenico y col., 2004; Hawlena y col., 2006; Roulin y col.,
2007; Vicente y col., 2007; Brunner y Ostfeld, 2008). Esto demuestra la complejidad de estas
interacciones requiriendo mas estudios que permitan su comprension.
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La condicion corporal estuvo asociada negativamente con la abundancia de NN de A. triste, pero esta
asociacion dependié de la presencia de 1. loricatus: a mayor carga de I. loricatus mayor el grado de
correlacion negativa entre condicién corporal y NN de A. triste; es decir, al mejorar la condicidén
corporal de los individuos, disminuyeron las cargas de NN, en especial en aquellos animales co-
infestados con 1. loricatus. Altas cargas de pardsitos pueden causar un empeoramiento de la condicién
corporal debido al consumo de recursos del hospedador (Whiteman y Parker, 2004) o a la energia
invertida en el sistema inmune (Sheldon y Verhulst, 1996), especialmente en aquellos casos donde otro
pardsito actia sinérgicamente en el deterioro fisiolégico (Marzal y col., 2008). Por otro lado,
probablemente aquellos individuos con una condicién corporal deficiente tengan ademds disminuidas
sus capacidades de resistencia antiparasitaria (Nelson y col., 1975; Simon y col., 2003; Krasnov y col.,
2005b). Estudios longitudinales y/o experimentales permitirian dilucidar la direccion causa-efecto de
este fendmeno, asi como evaluar la posibilidad de que forme parte de un proceso circular sinérgico

donde ambos factores cumplen el rol de causa y efecto (Beldomenico y Begon, 2010).

En relacidn a los factores ambientales analizados, encontramos que las cargas de A. triste en A. azarae
estuvieron fuertemente asociadas con la mayoria de las variables ambientales incluidas en el presente
trabajo. Al analizar los resultados hallados es fundamental tener en cuenta que no se incluyé en el
andlisis a la abundancia poblacional de los adultos de A. friste de la cohorte anterior, adultos que dieron
origen a las LL. y NN estudiadas aqui. Respecto al efecto de la estacion del afio, se encontré que los
picos de LL y NN ocurrieron en verano, con la excepcion del segundo afio de muestreo en donde la
abundancia media de LL en primavera igual6 a la encontrada en verano. Para NN se encontré asociacion
entre estacion del afio y cargas de I. loricatus, en la cual las mayores abundancias de NN en A. azarae
parasitados con 1. loricatus se dan en primavera, sin embargo dada la prevalencia de I. loricatus hallada
en A. azarae (19,5%) consideramos lo observado para A. azarae no infestados con 1. loricatus como de
ocurrencia mds frecuente, encontrando en estos animales un pico de NN en verano. Dos estudios
previos, uno desarrollado en la misma &4rea de estudio que la presente tesis y otro en Uruguay,
encontraron picos de LL y NN de A. friste en verano (Venzal y col., 2008; Nava y col., 2011), lo cual
concuerda con lo hallado. Por otro lado, en la misma é4rea de estudio durante el mismo periodo de
muestreo que el presente trabajo, se reportaron picos de A. triste adultas de vida libre en agosto y un pico
menos elevado entre noviembre y diciembre, y de A. triste adultas colectadas de ganado bovino en
agosto y noviembre (Monje y col., 2015b), lo que se corresponde con los picos de LL y NN en A. azarae
encontrados en el presente estudio. La diferencia del patron estacional de las LL entre el afio 1 y 2
(abundancias similares entre primavera y verano en el segundo afio) podria estar asociada a condiciones

58



ambientales diferenciales entre esos afos (ej., temperatura, humedad, etc.) que favorecieron la
ocurrencia de mayores abundancias de LL en primavera. De todas formas para poder realizar inferencias
sobre este punto es necesario contar con los datos de abundancia de la cohorte anterior de A. triste
adultas. En base a la informacién de otros autores disponible (Venzal y col., 2008; Nava y col., 2011) y
a haber registrado tanto para LL como para NN resultados similares en los dos afios de muestreo durante
el verano, se puede concluir que la estacion de abundancia méxima de los estadios inmaduros de A. triste

€S €n verano.

Las garrapatas, en especial sus estadios inmaduros, son sensibles a la desecacion y a valores extremos de
temperatura. Estas corren riesgo de sufrir desecacion durante el periodo de busqueda de un hospedador
mediante la pérdida de agua corporal directa a través de la cuticula y por medio de los espirdculos
durante la respiracion (Lees, 1946; Kniille y Wharton, 1982). Mientras que la temperatura influye en su
actividad, supervivencia y ciclo de vida (Gray, 1982; Randolph, 2002), siendo las bajas temperaturas lo
que mas las afecta (Randolph and Storey, 1999; Sutherst y Bourne, 2006; Yoder y col., 2008). Un
ejemplo de la influencia de la temperatura y humedad en la ecologia de estos artropodos es lo observado
para las larvas de Ixodes ricinus, las cuales entran en un periodo de quiescencia en la vegetacion ante
condiciones ambientales de alta temperatura y baja humedad, culminando en la muerte de estas si las
mencionadas condiciones ambientales se prolongan en el tiempo; en cambio si estas se tornan favorables
entonces recuperan sus patrones normales de actividad de busqueda (Randolph y Storey, 1999). Todo lo
mencionado culmina en que un mayor o menor nimero de garrapatas encuentren un hospedador,
reflejdndose en los valores de abundancia media. En la presente tesis se encontré que los cambios de
abundancia media de LL en las diferentes estaciones del afio podrian ser explicados por la influencia de
la temperatura minima, el DS y las precipitaciones. Para las tres variables la correlacion hallada con LL
fue positiva. Al aumentar la temperatura minima durante el periodo de quitinizacién y bisqueda de un
hospedador aument6 la abundancia media de LL, lo cual tiene sentido ya que al aumentar la temperatura
minima aumenta la actividad de busqueda de las LL culminando en un mayor encuentro de
hospedadores. El DS es la medida del potencial de desecacion del ambiente mas utilizada en el estudio
de la ecologia de las garrapatas (ej., Fielden y Rechav, 1996; Randolph and Storey, 1999; Perret, 2000;
Sutherst y Bourne, 2006), su aumento depende del aumento de la temperatura con humedad constate,
temperatura constante con disminucién de la humedad o aumento de la temperatura con disminucién de
la humedad. A valores elevados de DS aumenta el riesgo de desecacion de las garrapatas disminuyendo
el nimero en sus hospedadores. En la presente tesis se encontré que al aumentar el DS durante el
periodo de quitinizacién y buisqueda aumentd la abundancia media de LL. Esto podria deberse a que el
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aumento del DS sucedié debido al aumento de la temperatura con valores de humedad constantes y
elevados sin llegar a valores criticos para la supervivencia de las LL, entonces su actividad aument6
favorecida por el aumento de la temperatura sin sufrir desecacidon. Por otro lado, estudios en
Amblyomma hebraeum y R. sanguineus hallaron que su sobrevida comenz6 a disminuir a valores de DS
mayores a 7 'y 5 mmHg, respectivamente (Fielden y Rechav, 1996; Sutherst y Bourne, 2006), siendo que
el valor més elevado detectado en el transcurso del muestreo de la presente tesis fue de 7 mmHg. Vale la
pena mencionar que los valores de DS detectados en el drea de estudio fueron bajos en comparacién a
otras regiones como el norte de nuestro pais donde se detectaron valores de hasta 16 mmHg (Nava y
col., 2013), entonces puede suponerse que los valores maximos de DS registrados en este estudio no
superaron el valor umbral a partir del cual comience a tener un efecto deletéreo sobre la actividad y
supervivencia de las LL. Futuros estudios experimentales que determinen el valor umbral de DS para A.
triste permitirdn comprender mejor los resultados hallados.

Diversos autores han estudiado el efecto de las precipitaciones en la ecologia de las garrapatas
encontrando resultados inconsistentes ya que se han detectado tanto correlaciones positivas como
negativas con su abundancia, generalmente por utilizar esta variable como estimador de la humedad
ambiental (ej., Mooring y col., 1994; Barandika y col., 2006; Leschnik y col., 2008; Alonso-Carné y
col., 2015). En este capitulo se encontré que la abundancia media de LL de A. friste en el Delta del
Parana cuanto mds abundantes son las precipitaciones durante el periodo de incubacién de huevos mayor
es la abundancia media de LL. Con la informacién disponible en la bibliografia actual y los datos
analizados en la presente tesis no puede explicarse objetivamente el resultado encontrado. Estudios que
consideren a las precipitaciones a un nivel microclimdtico y teniendo en cuenta el cambio potencial de
comportamiento que pueden producir en los hospedadores y las garrapatas, afectando o favoreciendo su

encuentro, son necesarios.

Estudios que evaldan el efecto de la abundancia del hospedador en la abundancia de garrapatas, indican
que, cuanto mayor sea el nimero de hospedadores recolectando garrapatas del ambiente, menor la carga
esperada en estos hospedadores (Sorci y col., 1997; Stanko y col., 2002; Brunner y Ostfeld, 2008). Por
otro lado, al ser A. friste una garrapata de tres hospedadores puede inferirse que, al haber escasos
hospedadores de los estadios inmaduros de A. triste se generardn escasas garrapatas adultas que infesten
mamiferos de mayor tamafio. Contrariamente, la falta de hospedadores de los estadios adultos de A.
triste dard como resultado poca abundancia de estadios inmaduros en roedores. Estudios en I. scapularis
demostraron que la carga de LL y NN en roedores depende de la densidad del hospedador principal de
sus estadios adultos, Odocoileus virginianus (Stafford, 1993; Kilpatrick y col., 2014). En la regién del
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Delta del Parand, los hospedadores registrados de adultos de A. triste fueron B. dichotomus, H.
hydrochaeris, bovinos, equinos y caninos (Nava y col., 2011). De los animales domésticos mencionados,
el ganado bovino es el mds frecuentemente parasitado (P.M. Beldomenico, datos no publicados). En el
presente estudio se hallé que la presencia de ganado bovino estuvo correlacionada positivamente con la
abundancia de A. triste en A. azarae, tanto para LL. como para NN. En el primer caso, el efecto del
ganado dependi6 de la abundancia de roedores, mientras que para NN la correlacion positiva con ganado
no dependi6 de otras variables. Ante valores de captura de A. azarae bajos las cargas de A. triste LL en
sitios con ganado fue elevado en comparacién a sitios sin ganado; fendmeno que desaparecié al
aumentar el nimero de capturas de A. azarae, lo cual puede ser explicado por la dilucién de LL en sus
hospedadores a medida que el nimero de estos aumenta. Mientras que en aquellos sitios sin ganado la
abundancia de A. triste fue practicamente independiente de la abundancia de A. azarae, probablemente
indicando escases de hospedadores de estadios adultos, siendo que en el drea de estudio la abundancia de
los hospedadores naturales de adultos de A. triste, B. dichotomus y H. hidrochaeris, es menor que la del
ganado bovino (observacion directa y por consulta a pobladores y trabajadores del INTA Delta).
Sumado a esto, se detecté que el ganado bovino presente en el drea de estudio estuvo parasitado por A.
triste 'y que, mediante evidencias seroldgicas (inmunofluorescencia indirecta), estuvo expuesto a R.
parkeri, aunque ain no es clara la participacion en su ecologia (Edwards y col., 2011; Monje y col.,
2015b). Esto nos sugiere que el introducir ganado bovino en regiones donde se distribuye A. triste
implicaria un aumento de esta garrapata en el ambiente, aumentando la disponibilidad del nimero de

vectores y reservorios de R. parkeri.

Por ultimo, la variable ambiental tipo de vegetacion también se encontro significativamente asociada a la
abundancia media de LL de A. triste en A. azarae, pero esta asociacion dependié de la co-infestacion
con I. loricatus. Aquellos individuos parasitados con altas cargas de I. loricatus capturados en sitios de
bosque implantado presentaron mayores cargas de LL que aquellos provenientes de sitios no forestados.
La estructura de la vegetacion puede afectar la abundancia de garrapatas (L’Hostis y col., 1995; Gray,
1998; Boyard y col., 2008; Kiffner y col., 2011), en Europa se encontr6 que la abundancia de 1. ricinus
dependi6 de la composicién de la especie de drboles y la cobertura arbustiva (Tack y col., 2012) y que la
reduccién de estos ultimos disminuyé la abundancia de [I. ricinus (Tack y col., 2013). Estas
observaciones fueron atribuidas a modificaciones del habitat que pueden perjudicar a las garrapatas
(Tack y col., 2013), o al uso diferencial del ambiente por parte de los hospedadores (Tack y col., 2012).
En el presente trabajo, la densidad de A. azarae fue mayor en sitios no implantados (298 individuos vs
91), pero al ser incluida la variable tipo de vegetacion en el modelo se pudo evaluar la abundancia de A.
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triste en sitios implantados y no implantados a igual abundancia de roedores, por lo que no podrian
atribuirse los resultados hallados a las diferentes cantidades de roedores capturados segtn el tipo de
vegetacion. Ciertas caracteristicas en la composicion herbacea en sitios forestados podrian generar
condiciones que favorecen al encuentro de A. triste e I. loricatus con A. azarae, sin embargo los motivos
por los cuales las abundancias de LL de A. triste fueron mayores en sitios de bosque implantado en

aquellos roedores con mayores cargas de I. loricatus sigue sin poder ser explicado.

En cuanto a la co-infestacion con otros ectopardsitos, es conocido que los pardsitos interactian de
diversas formas sobre sus hospedadores, pudiéndose observar interacciones interespecificas antagonistas
como resultado de la competencia entre ellos y/o por inmunidad cruzada (Mideo, 2009; Ulrich y Schmid
Hempel, 2012); o interacciones sinérgicas en donde la infestacion por una especie de pardsito es
facilitada por la presencia de otra, ya sea por la deplecion del sistema inmune general del hospedador
(Beldomenico y Begon, 2010; Ulrich y Schmid-Hempel, 2012), un trade-off fisiolégico o una
inmunosupresion selectiva (Jolles y col., 2008; Ezenwa y Jolles, 2011; Pathak y col., 2012). En el
presente capitulo se encontraron asociaciones positivas entre la abundancia media de A. triste con la
abundancia de piojos, pulgas (para LL) e I loricatus (para LL y NN), aunque todas las asociaciones
dependieron de la interaccidén con otros factores. Estas correlaciones positivas pueden deberse a que
ambos ectopardsitos podrian compartir los mismos factores de riesgo sobre el hospedador (Hellard y
col., 2012), por ejemplo, es esperable que un individuo inmunosuprimido esté més predispuesto a ser
infestado por diferentes tipos de pardsitos, produciendo asociaciones aparentes entre estos que pueden en
realidad ser explicadas por los diferentes estados de inmunocompetencia del hospedador. Los anélisis
desarrollados en este capitulo incluyeron, como posibles enmascaradores, factores de riesgo incluyendo
indicadores de la condicién fisioldgica e inmunocompetencia, pero posiblemente no todos los existentes
han sido considerados. No se considerd el comportamiento de los hospedadores siendo que, las
actividades de busqueda, ya sea de alimento como de congéneres del sexo opuesto, estidn
correlacionadas positivamente con la probabilidad de entrar en contacto con parasitos (Fourie y Kok,
1992). Sin embargo, la consistencia de los resultados hallados en el presente capitulo sugieren que
interacciones entre A. friste con otros ectoparasitos tiene lugar en A. azarae. Una evidencia de esto es la
interaccion entre estadios inmaduros de 1. loricatus y A. triste encontrada en A. azarae (Colombo y col.,
2015), en donde asociaciones en su mayoria positivas entre la abundancia de LL y NN de 1. loricatus
con A. triste fueron descriptas. Si bien no ha podido determinarse en la presente tesis el origen de estas
interacciones, se resalta la importancia de incluir en los estudios ecoldgicos de ectopardsitos la
influencia del resto de la comunidad ectoparasitaria, en especial teniendo en cuenta que los individuos
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no suelen estar infestados por un solo tipo de ectoparasito. Futuros estudios que tengan ademds en
cuenta factores que no fueron abordados en el presente estudio permitirdn conocer los mecanismos que

gobiernan estos fendmenos.
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7. CAPITULO 2: RICKETTSIA PARKERI EN ROEDORES
SIGMODONTINOS DEL DELTA DEL PARANA
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7.1 Introduccion

Los roedores silvestres actiian eficientemente como reservorios o amplificadores de diversos patogenos,
muchos de los cuales afectan al ser humano y son transmitidos por garrapatas (Ostfeld y col., 2014).
Diversos estudios encontraron que los roedores son susceptibles a infectarse con diferentes especies de
rickettsias. Por ejemplo, el carpincho (Hydrochoerus hydrochaeris) cumple un papel fundamental en la
ecologia de R. rickettsii en Brasil: es capaz de infectarse sin presentar signos clinicos, desarrollar por 10
dias rickettsemia (demostrado tras la inoculacién con sangre de carpincho infectado via intraperitoneal
en cobayos) y transmitir R. rickettsii a garrapatas A. cajennense no infectadas, comportdndose asi como
un hospedador amplificador de la enfermedad (Souza y col., 2009). Otro roedor que fue hallado capaz de
transmitir de manera experimental R. rickettsii a garrapatas (A. cajennense, A. aureolatum y R.

sanguineus) no infectadas es el cobayo (Labruna y col., 2008).

Un estudio experimental desarrollado con diferentes cepas de ratones de laboratorio, evidencid la
multiplicacion de R. parkeri en diversos 6rganos, incluido el pulmoén, 6rgano en el cual se encontré el
mayor nimero de copias de ADN; asi como también se demostré una diferencia en la susceptibilidad de
infeccion de cada cepa de roedor estudiada (Grasperge y col., 2012b). Por otro lado, existen también
evidencias de la transmision de R. parkeri por co-alimentacion de A. americanum infectadas a A.
maculatum no infectadas alimentadas de manera conjunta en cobayos (Wrigth y col., 2015b). En el area
del presente estudio Nava y col. (2011) identificaron como hospedadores de los estadios inmaduros de
A. triste, especie de garrapata reconocida como vector de R. parkeri (Nava y col., 2008a), a roedores

sigmodontinos y al cavideo Cavia aperea.

7.2 Objetivos

El objetivo del presente capitulo es explorar mediante técnicas de amplificacion de ADN vy serologia la
presencia o exposicion de Rickettsia parkeri en roedores sigmodontinos del Delta del Parand, conocer
qué factores del hospedador y el ambiente estdn asociados a su prevalencia e intensidad de infeccidn, y

por ultimo, discutir la participacion de los roedores sigmodontinos en el ciclo de R. parkeri.
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7.3 Materiales y métodos

Deteccion de Rickettsia parkeri:

Para evaluar la presencia de R. parkeri en roedores sigmodontinos presentes en el drea de estudio, se
seleccionaron aquellos roedores que fueron capturados durante el periodo de mayor abundancia de los
estadios inmaduros de A. triste (noviembre a marzo) (Nava y col., 2011) alcanzando un total de 290

roedores de todas las especies capturadas descriptas en el capitulo anterior (Tabla 1).

Extraccion de ADN de o6rganos

ADN gendmico de las muestras de pulmon de roedores fue extraido de manera individual utilizando la
siguiente técnica: un trozo de 50 - 100 mg de pulmén se mezcld y trituré con 400 pl de Buffer de lisis
(10 mM Tris-Cl, 100 mM EDTA, 0.5% SDS, pH 8.0). Luego se agregaron 20 ul de Proteinasa K (10
mg/ml, para lograr una concentracion final de 200 pg/ml). La muestras se incubaron luego en camara
himeda 50 — 55 °C durante 12 hs. Tras la incubacidn, las muestras se mantuvieron 3 min a 90 °C para
inactivar la Proteinasa K. A continuacion, se aplic la técnica de extraccion de fenol/cloroformo segiin
Sambrook y Russell (2001): 400 pl de Fenol buferado y 400 pl de Cloroformo en cada muestra, luego se
centrifugd 5 min 13000 rpm a 4 C°. Se recuperd la fase superior a la cual se le agregé 800 ul de
Cloroformo, centrifugé 5 min 13000 rpm a 4 C°, se recupero la fase superior a la cual se le agregaron 50
ul NaAc (3 M, pH 5,3) y 1 ml Etanol absoluto frio, se mezcld por inversion y luego estacioné a — 20 C°
al menos 20 min. Luego se descart6 el Etanol absoluto para agregar 1 ml de Etanol 70 % (lavado de
pellet) y centrifugé 5 min 12.000 rpm a 4 C°, se descarté luego el Etanol 70% y se dejé el pellet
secando. Finalmente se re-suspendié en 100 pl de Buffer TE (10 mM Tris HCI, ImM EDTA, pH 8.0) y
almacen¢ a -20 °C. Cada set de extraccion fue llevado a cabo con un control negativo que no contenia

pulmon.

Las concentraciones de ADN y pureza de las extracciones se midieron por espectrometria con el
SPECTROstar Nano MARS Data Analysis Software (BMG Labtech, Germany). Se consideré una
extraccion aceptable a aquellas con concentracién igual o mayor a 100 ng/ul y una pureza igual o mayor

a 1,8 — 2, medidos con un coeficiente de A260/A280 de absorbancia.
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Amplificacion de ADN rickettsial

Para evaluar la presencia de R. parkeri en las muestras de pulmén de roedores se utiliz6 PCR en tiempo
real ya que es considerada la técnica de mayor sensibilidad para la deteccion de rickettsias en muestras
de tejidos (Kidd y col., 2008; Zemtsova y col., 2015). Para confirmar el éxito de la extraccion, integridad
de ADN, evaluar la presencia de inhibidores y la dilucién 6ptima, se llevé a cabo una PCR en tiempo
real que amplifica un segmento de 285 pb del gen 18s, (Primer Forward CAA CTT TCG ATG GTA
GTC GC y Reverse CGC TAT TGG AGC TGG AAT TAC); segmento altamente conservado y presente
en todas las células eucariotas (Lodish y col., 2000; Monje y col., 2007). Esta PCR 18s se aplicé a un
subconjunto de muestras de ADN diluidas en 1/25, 1/50, 1/100, 1/125 y 1/150 en agua bidestilada. Esta

técnica se llevo a cabo utilizando 20 pl de la siguiente mix:
H20: 13,2 pl

Phire reaction buffer 5x: 4 ul

dNTP 25 nM: 0,16 ul

Primer 18’s Forward (F) (20 pM/ ul): 0,4 pl

Primer 18’s Revers (R) (20 pM/ ul): 0,4 ul

SYBR Green I (Invitrogen) 10 x: 0,8 ul

Phire Hot Start II DNA polymerase: 0,05 ul

ADN: 1 ul

Siguiendo el siguiente protocolo de termociclado: 3 min a 98°C seguido de 40 ciclos de 98°C 5 seg, 58
°C 20 seg y 72°C 20 seg, luego una lectura de 79°C 10 seg y un melting de 95°C 15 seg, 75°C 1 min y
94 °C 15 seg. A partir de los resultados obtenidos se determiné que, la diluciéon mas adecuada para

efectuar la deteccion de R. parkeri, fue 1/100.

Para llevar a cabo esta y todas las PCR en tiempo real se utilizé un termociclador StepOne™ de Applied
Biosystems, la enzima Phire Hot Start II DNA polymerase (Thermo Scientific), y un fluorocromo SYBR
Green I (Invitrogen). Todas las PCR se realizaron utilizando un control positivo formado por ADN de

Rickettsia rhipicephali obtenido a partir de cultivos de células Vero de garrapatas infectadas; asi como
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también se utilizé un control negativo constituido por todos los componentes de la mix excepto ADN y

otro control negativo generado en cada extraccion de ADN.

Como primer paso en la deteccion de R. parkeri a partir de muestras de pulmén de los roedores
sigmodontinos capturados, se evalud la presencia de un fragmento del gen gltA en muestras de ADN
diluido en agua bidestilada 1/100 mediante PCR en tiempo real utilizando los primers CS-5 y CS-6
(Tabla 12) los cuales amplifican un fragmento de 150pb comin a varias especies de rickettsias y es
ampliamente utilizado en el diagndstico de las mismas (Labruna y col., 2004). Estos primers han
demostrado una sensibilidad de 1 y 100 copias del gen gltA de R. rickettsii y R. bellii, respectivamente

(Labruna y col., 2004). Se utilizaron 20 pl de la siguiente mix:
H20: 13 ul

Phire reaction buffer 5x: 4 ul

dNTP 25 nM: 0,16 pl

Primer CS-5 F (20 pM/ pl): 0,4 pl

Primer CS-6 R (20 pM/ pul): 0,4 ul

SYBR Green I (Invitrogen) 10 x: 0,8 ul

Phire Hot Start II DNA polymerase: 0,05 pl

ADN 1/100 : T pl

Siguiendo el siguiente protocolo de termociclado: 98 °C 3 min, 50 ciclos de 98 °C 5 seg, 53 °C 20 seg,
60 °C 20 seg, 80 °C 10 seg, con un melting de 95 °C 15 seg, 70 °C 1 min, 95 °C 15 seg.

Convencionalmente, en aquellas muestras con resultados positivos a la amplificacion de gltA se evalua
la presencia de un fragmento de 154 pb del gen ompA, el cual estd presente solo en las rickettsias del
grupo de las fiebres manchadas (Tabla 12). En el presente trabajo se decidi6 realizar en todas las
muestras el diagnostico de R. parkeri mediante la amplificacion de gltA y ompA, independientemente del
resultado obtenido en gltA, para evitar descartar del estudio posibles muestras positivas con resultados
negativos a gltA (falsos negativos). Tanto para gltA como para ompA, aquellos individuos que
presentaron valores de Ct (threshold cycles) menores a 37 con picos de melting concordantes con el del

control positivo, fueron considerados positivos a Rickettsia spp. Aquellos que difirieron en +/- 1 unidad
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en el pico de melting en comparacién al control positivo fueron considerados como sospechosos. Para la
amplificacion del mencionado fragmento de ompA se utilizaron los primers descriptos por Eremeeva y

col. (2003) RR 190.547 F y RR 190.701 R (Tabla 12) en 20 pl de la siguiente mix:
H20: 12,3 ul

Phire reaction buffer 5x: 4 pl

dNTP 25 nM: 0,16 pl

Primer RR 190.547 F: 0,2 ul

Primer RR 190.701 R: 0,2 ul

SYBR Green I (Invitrogen) 10 x: 0,8 pl

Phire Hot Start I DNA polymerase: 0,05 ul

AND 1/100: 1 pl

Utilizando el siguiente protocolo de termociclado: 98 °C 3 min, 50 ciclos de 98 °C 5 seg, 57 °C 10 seg,
65 °C 20 seg, 78 °C 10 seg, con un melting de 95 °C 15 seg, 72 °C 1 min, 95 °C 15 seg.

Aquellas muestras de ADN que se consideraron positivas o sospechosas a la prueba de PCR en tiempo
real fueron sometidas a electroforesis con el fin de conocer su peso molecular. Se utilizé con tal fin un
gel de agarosa 2% en TAE 1x utilizando GelRed "(Biotium, USA) como colorante, durante 40 min a 100
volts y 73 mA. Se sembraron 2 pl de cada muestra junto a 1 pl de buffer de carga. Se utilizd un
marcador de peso molecular de 100 pb ADN Ladder en concentracion 0,1 pg/ ul (Genbiotech) y el
control positivo utilizado en la correspondiente PCR. Las bandas obtenidas fueron examinadas con un
transiluminador UV.

A aquellas muestras sospechosas / positivas a la amplificacion del fragmento g/tA por PCR en tiempo
real, se les realiz6 una PCR convencional utilizando los primers CS 78 y CS 323 (Tablal2) que
amplifican un fragmento de 350 pb del gen gltA. A aquellas muestras sospechosas / positivas a la
amplificacién del fragmento ompA por PCR en tiempo real, se les realiz6 una PCR convencional
utilizando los primers RR 190.70 y RR 190.701 (Tabla 12) que amplifican un segmento de 590 pb del
gen ompA, para intentar de esta forma amplificar un segmento mas extenso que el logrado en la PCR
tiempo real. En aquellas muestras que presentaron bajos niveles de ADN rickettsial en la mencionada

PCR convencional, se realizé una PCR anidada utilizando los primers RR 190.107 y RR 190.602 (Tabla
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12) utilizando como templado 1 pl del producto de amplificacion de la primer PCR. Todas las PCR
convencionales se desarrollaron en un termociclador Ivema T-18 thermocycler (Ivema Desarrollos,
Argentina).

Las muestras positivas/sospechosas fueron purificadas utilizando el AccuPrep® PCR Purification Kit
(Bioneer). E1 ADN obtenido fue secuenciado en el ImyZA (Instituto de Microbiologia y Zoologia
Agricola, INTA, Castelar, Buenos Aires) y las secuencias obtenidas fueron analizadas con el programa
SeqMan (Lasergen; DNA StarTAR’s, Madison, Wis.) y comparadas con secuencias depositadas en el
Gen Bank.

Todas las técnicas moleculares descriptas se desarrollaron en bajo la guia del Dr. Lucas Monje,

biotecndlogo e investigador asistente del CONICET, quien forma parte del mismo grupo de trabajo.

Tabla 12: Secuencias, tamafio del fragmento amplificado y citas bibliograficas de los primers utilizados.

Primer Secuencia del Primer (5°— 3’) Tamaiio del fragmento (pb) Referencia
gltA €S5 GAGAGAAAATTATATATCCAAATGTTGAT 150 Labrunay col. (2004)
CS6 AGGGTCTTCGTGCATTTCTT
gltA CS78 GCAAGTATCGGTGAGGATGTAAT 350 Labruna vy col. (2004)
CS323 GCTTCCTTAAAATTCAATAAATCAGGAT
ompA RR190.547 CCTGCCGATAATTATACAGGTTTA 158 Eremeeva y col. (2003)
RR190.701 GTTCCGTTAATGGCAGCAT Roux y col. (1996)
ompA RR190.70 ATGGCGAATATTTCTCCAAAA 592 Regnery y col. (1991)
RR190.701 GTTCCGTTAATGGCAGCAT Roux y col. (1996)
ompA nested RR190.107 GCTTTATTCACCACCTCAAC 435 Kidd y col. (2008)
RR190.602 AGTGCAGCATTCGCTCCCCCT Regnery y col. (1991)
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Adicionalmente, se realizé a modo de screening la evaluacién de la presencia de anticuerpos dirigidos
contra antigenos de R. parkeri en los roedores capturados. Con tal fin se puso a punto un protocolo de
inmunofluorescencia indirecta (IFI) en colaboracién con el Dr. Lucas Monje. El criterio de seleccion de
los roedores a analizar fue en base a la cantidad y calidad de suero disponible. Se utilizaron placas de
vidrio con el antigeno R. parkeri cepa At24 preparadas de acuerdo a Pacheco y col. (2007b). El antigeno
utilizado, aislado a partir de cultivos de garrapatas A. triste infectadas provenientes del drea de estudio,
fue incubado con anticuerpos de conejo anti-IgG de roedor marcados con el fluoréforo isotiocianato de
fluoresceina. Se utiliz6 azul de Evans 1/10000 como colorante de contraste. Las lecturas se realizaron en
un microscopio de fluorescencia Olympus BX60, Japén a 400x de aumento. Debido a que el objetivo de
las presentes serologias fue evaluar una eventual exposicién de los roedores a R. parkeri, no se realiz6 la
titulacion de las mismas, se evalud la presencia de fluorescencia en los sueros diluidos 1/64 en PBS
Tween 0,05%, dilucién a partir de la cual se considera una muestra positiva (Brouqui y col., 2004), y se
utilizé solamente R. parkeri como antigeno. Como control negativo se utiliz6 un suero negativo a
Rickettsia spp. previamente testeado y como control positivo un suero positivo a R. parkeri conocido,

ambos en dilucion 1/64.

El andlisis de los datos se realiz6 mediante MLGM (Modelo 6) con respuesta binomial (serologia
positiva vs negativa) utilizando el paquete glmmADMB del programa estadistico R (R Foundation for

Statistical Computing, http://www.r-project.org). La variable dependiente de interés fue Ila

seroprevalencia a R. parkeri y las variables independientes fueron: especie de roedor (se consideraron
solo las especies que presentaron 10 o mds resultados de serologia y de las cuales se dispuso de datos del
conteo de garrapatas completo: A. azarae, O. rufus y O. nigripes) y abundancia de A. triste (conteos de
larvas y ninfas por individuo). Con el fin de evitar una interpretacion de los resultados errénea por la

presencia de factores potencialmente enmascaradores, se incluyeron en el modelo 6:

1. Estacionalidad: debido a que el vector de R. parkeri, A. triste, presenta un ciclo estacional (Nava
y col., 2011), se incluy6 en el modelo la variable “estacion del afio” clasificada seglin solsticios y
equinoccios como primavera, verano, otoflo e invierno.

2. Presencia/ausencia de ganado: teniendo en cuenta que los bovinos del drea se encontraron
parasitados con A. triste y fueron seropositivos a R. parkeri (Monje y col., 2015b) y, como se

menciond en el capitulo anterior, la presencia de ganado influye en la abundancia de A. triste en
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roedores sigmodontinos, la presencia de ganado podria entonces ser un factor asociado a la
seroprevalencia de R. parkeri.
3. Ao de muestreo: Se evalud si los resultados observados ocurrieron de igual manera en los dos

anos de muestreo.

También fue incluido en el modelo el término de interaccidon “especie de roedor x carga de A. triste”, en
donde se evalda la hipétesis de que el efecto que tiene la abundancia de A. triste sobre la seroprevalencia
de R. parkeri difiere segin la especie de roedor. Para controlar el efecto de la falta de independencia de
las observaciones del mismo cuadrante de muestreo, se incluyd como factor al azar “Niimero de
cuadrante”.

A partir del modelo inicial que incluy6 todas las variables independientes, potenciales enmascaradores y
la interaccion considerada, se eliminaron aquellos términos cuya eliminacién disminuyé el valor del AIC

o lo increment6 en menos de 2 unidades (Akaike, 1974).

7.4 Resultados

A partir de todas las especies de roedores capturadas, se obtuvieron un total de 290 extracciones
satisfactorias de ADN. El 98% resultaron negativas a la amplificacion de los genes gltA y ompA,
mientras que a partir del 2% (6 individuos) de las muestras se obtuvo un producto de amplificacion
similar al conseguido en el control positivo, por lo que se los considerdé como “sospechosos” a R. parkeri
(Figura 15). Los productos de las PCRs anidadas de los mencionados individuos sospechosos, fueron
purificados y secuenciados, obteniendo secuencias compatibles con R. rhipicephali; especie de rickettsia
utilizada como control positivo, por lo que fueron considerados productos de una contaminacion durante

el desarrollo de las PCR.
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Figura 15 Curva de melting para un individuo sospechoso a la amplificacién de un segmento del gen
ompA de Rickettsia parkeri por PCR en tiempo real. La curva con pico mas elevado representa al control
+ de Rickettsia rhipicephali. La curva con pico menos elevado y con un valor de melting similar al

control + pertenece al ADN de pulmén de un individuo sospechoso a Rickettsia parkeri.

Con respecto a la deteccion de anticuerpos contra R. parkeri en el suero de los roedores capturados, en la
tabla 13 se presentan los resultados de seroprevalencia obtenidos. De las 269 serologias realizadas el
32,7 % fueron positivas a R. parkeri.

De las especies de roedores estudiadas, O. rufus fue la que presentd una mayor probabilidad de presentar
anticuerpos contra R. parkeri (Tabla 14). Esta especie present6 el doble (exponencial de 0,7) de la
probabilidad de ser seropositivo a R. parkeri que A. azarae (Tabla 14). No se encontraron diferencias de
seroprevalencia entre O. nigripes y A. azarae y O. rufus (Tabla 14, Figura 16).

En cuanto a la influencia de la abundancia media de A. triste sobre la seroprevalencia de R. parkeri, se
encontr6 que, al aumentar en 1 espécimen la abundancia media de A. friste en los roedores
sigmodontinos estudiados, aumenta en 1,02 (exponencial de 0,02) la probabilidad de seropositividad a R.
parkeri (Tabla 14). Es decir, al aumentar la carga de A. triste en los roedores aumenta la probabilidad de
que presenten anticuerpos contra R. parkeri.

Ninguna de las variables incluidas como enmascaradoras permanecié en el modelo final.
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Tabla 13: Numero total de roedores capturados, cantidad de roedores a los cuales se les realiz6 la

prueba de IFI (Inmunofluorescencia indirecta) para la deteccion de anticuerpos contra Rickettsia parkeri

y valores de seroprevalencia (%) de Rickettsia parkeri hallados. Datos de roedores capturados en la

E.E.A. Delta del INTA entre septiembre de 2010 y octubre de 2012.

Especie Numero total N° individuos Seroprevalencia
de capturas IFI %
Akodon azarae 394 95 21
Oxymycterus rufus 202 121 36
Oligoryzomys flavescens 84 9 11
Oligoryzomys nigripes 51 18 22
Scapteromys aquaticus 39 20 75
Deltamys Kempi 9 3 66
Holochilus brasiliensis 3 2 50
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Tabla 14: Modelo 6 final que muestra la asociacion de la seroprevalencia de Rickettsia parkeri de los
roedores sigmodontinos estudiados con las variables independientes especie y abundancia de los

estadios inmaduros Amblyomma triste en sus hospedadores sigmodontinos.

Modelo 6:

Respuesta= seroprevalencia de R. parkeri

Variables independientes= Especie de roedor + abundancia de A.
triste. Factor al azar= “NUmero de cuadrante ”

Error

Variable Coeficiente standar Valor de P
Intercepto 1562 0303  26e07F
Especie O. nigripes® 0.303 0.653 0.642
Especie O. rufus? 0.790 0.339 0.021*
Abundancia de A. triste 0.026 0.010 0.029*

Referencias: ? Akodon azarae

Estimacion de la sobredispersion del modelo:

Sum (resid (modelo 6, type = "pearson") 2) / df.residual (modelo 6) = 0.67
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Figura 16 Gréfico de intervalo de confianza de 95% de Tukey que muestra las diferencias de
probabilidad de seropositividad entre especies (nigri: O. nigripes, aaza: A. azarae, oruf: O. rufus). En
aquellos intervalos que contienen al cero (nigri-aaza, nigri-oruf) no hay diferencias en la probabilidad de
seropositividad a R. parkeri entre las especies comparadas, mientras que en aquellos que no contienen al
cero (oruf-aaza) la probabilidad de presentar anticuerpos contra R. parkeri difiere entre las especies

comparadas.
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7.5 Discusion

En el presente trabajo no se logré detectar la presencia de ADN de R. parkeri en los roedores
sigmodontinos analizados. Sin embargo, esto no necesariamente implica la ausencia de exposicion ni de
una posible participacion de las especies de roedores estudiadas como amplificadores de R. parkeri.
Grasperge y col. (2012b) detectaron, mediante PCR en tiempo real, la presencia de ADN de R. parkeri
en pulmén de ratones de laboratorio inoculados experimentalmente por via endovenosa, siendo este
organo el que presentd el mayor nimero de copias de ADN (en comparacién con bazo, higado y rifidn);
esto demuestra la capacidad de R. parkeri de multiplicarse en el mencionado 6rgano en roedores y la
eficacia de su deteccion por la técnica utilizada. Sin embargo, no podemos ignorar el hecho de que la
inoculacién endovenosa no representa la via natural de infeccién de R. parkeri en sus hospedadores. En
otro experimento desarrollado por Moraru y col. (2013) se detectd en piel, sangre y bazo del roedor
Sigmodon hispidus (Cricetidac) ADN de R. parkeri por PCR en tiempo real hasta 7 dias post inoculacion
via subcutdnea. Si bien, nuevamente, no se utilizé la via natural de infeccion de R. parkeri, pudo
demostrarse que el periodo de rickettsemia y de deteccion del patégeno en tejidos en la especie de
roedor estudiada duré solo 7 dias. Mds evidencias experimentales del periodo de rickettsemia de R.
parkeri detectable en sus hospedadores vertebrados, fue también demostrado en la comadreja Didelphis
aurita, siendo posible amplificar ADN rickettsial a partir de sangre de comadrejas infectadas solo el dia
8 post-infeccion (Horta y col., 2010). El mismo fenémeno fue también registrado para otras especies de
rickettsias del grupo de las fiebres manchadas (Piranda y col., 2008; Horta y col., 2009; Souza y col.,
2009; Rivas y col., 2015).

Si bien la prueba seroldgica utilizada en este trabajo es de baja especificidad debido a posibles
reacciones cruzadas con otras especies de rickettsias (Ibrahim y col., 1999; Venzal y col., 2004;
Milagres y col., 2013), consideramos que las seroprevalencias halladas fueron debidas a la exposicion de
los roedores a R. parkeri, ya que fue la Unica especie de rickettsia detectada en el drea, sumado a la
ubicacién geografica en donde se desarrolld el presente estudio y las especies de garrapatas presentes
(Nava y col., 2008a; Romer y col., 2011; Monje y col., 2014). Los valores de seroprevalencia hallados,
variaron segun la especie de roedor y la abundancia de infestacion con A. triste. La asociacion
encontrada entre la abundancia de A. triste y la seroprevalencia cobra sentido al ser esta especie de
garrapata vector de R. parkeri en el drea de muestreo, como se menciond previamente. En el capitulo

anterior se encontré que O. rufus presentd significativamente mayores cargas de A. friste que A. azarae,
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esto sumado a ser la especie con mayor seroprevalencia a R. parkeri lo convierte en un posible actor

principal en la ecoepidemiologia de R. parkeri en el Delta del Parana.

De esta forma podemos concluir que, si bien la presencia de serologias positivas a R. parkeri en los
roedores sigmodontinos estudiados sugieren la exposicion de los roedores al patégeno, no se ha podido
confirmar mediante la amplificacion de ADN rickettsial su presencia en pulmén, a pesar de que la
técnica diagndstica y el 6rgano blanco estudiados fueron adecuados a la hora de detectar ADN rickettsial
en roedores. Los resultados negativos podrian deberse tanto a la ausencia de infeccion a nivel pulmonar
como a la presencia de infeccion pulmonar a niveles no detectables por la técnica utilizada. Por otro
lado, si los roedores muestreados estuvieron infectados con R. parkeri pero, al momento de la toma de
muestras se encontraban ya recuperados de la infeccion, podria esta situacion justificar el hecho de
encontrar individuos seropositivos a R. parkeri pero negativos al aislamiento de ADN rickettsial. Otra
posible explicacion a la deteccion de roedores seropositivos a R. parkeri sin evidencias de presencia de
ADN en pulmoén, podria deberse a la multiplicacion de R. parkeri a nivel dérmico en el sitio de
alimentacion de A. triste, ya que en diversos estudios se ha detectado ADN rickettsial en el tejido
cutdneo del sitio de inoculacién (Edwards y col., 2011; Moraru y col., 2013; Denison y col., 2014;
Grasperge y col., 2014; Wright y col., 2015a), esto podria generar una respuesta inmune medible por

técnicas seroldgicas sin implicar la multiplicacion de R. parkeri en 6rganos internos.
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8. CONCLUSIONES GENERALES
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Amblyomma triste cample un rol fundamental en la ecologia de R. parkeri en la eco-region Islas y Delta
del Parand. Como fue demostrado en el trabajo de Nieri-Bastos y col. (2013) la transmisién interestadial
y transovdrica de R. parkeri en A. triste hace de esta especie de garrapata su vector y reservorio. Por lo
tanto, el aumento de la abundancia de A. triste permitiria el aumento de la circulacién de R. parkeri.

Mediante los estudios desarrollados en la presente tesis se puede deducir que la abundancia de los
estadios inmaduros de A. triste en sus hospedadores sigmodontinos son influenciados por diversos
factores. En cuanto a los factores ambientales estudiados se hallaron patrones de distribucion
estacionales, con predominio de larvas y ninfas de A. triste en verano. Estos patrones estacionales
podrian ser en parte explicados por los cambios a lo largo del afio del poder de desecacién del ambiente
(Déficit de saturacién), de la temperatura minima y de las precipitaciones, en el caso de las larvas de A.
triste. Conocer las dindmicas estacionales de A. triste y los factores que le dan origen permite predecir
cuales son las épocas del afio con mayor abundancia del vector de R. parkeri en los roedores

sigmodontinos

La presencia de ganado fue otro de los factores que favorecieron la abundancia de los estadios
inmaduros de A. triste. A pesar que los hospedadores naturales de A. triste son mamiferos silvestres, esta
garrapata ha demostrado la capacidad de adaptarse a nuevos hospedadores como los animales
domésticos. En aquellos sitios con presencia de ganado se encontraron A. azarae con cargas mas
elevadas de A. triste que en sitios sin ganado. Sumado a esto, evidencias de seropositividad a R. parkeri
en los bovinos que participaron del presente estudio indican la existencia de exposicion al patogeno. Si
tenemos en cuenta todo lo expuesto y consideramos que en los sistemas productivos ganaderos el ser
humano introduce bovinos en densidades generalmente mayores a la de los hospedadores naturales de A.
triste, la actividad ganadera en regiones endémicas de fiebre manchada daria lugar a un aumento en la

abundancia de A. triste en el ambiente y, por ende, de R. parkeri.

El otro factor antropogénico evaluado fue el tipo de vegetacion de los sitios. Si bien no se puede explicar
por medio del presente estudio las causas de haber encontrado que aquellos A. azarae infestados con 1.
loricatus en sitios de bosques implantados estuvieron mds parasitados con larvas de A. triste, se puede
concluir que el tipo de manejo de la tierra podria influir en el encuentro de las garrapatas y sus
hospedadores y/o establecer un estrato mas apto para el desarrollo de este ectopardsito. Futuros estudios
que tengan en cuenta en detalle las caracteristicas de este tipo de produccion (ej., especies y nimero de

ejemplares a implantar, distancia entre ejemplares, caracteristicas del estrato herbdceo, etc.) permitirdn
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ampliar el conocimiento sobre este punto. Conocer como influye este factor en la ecologia de la
interaccion A. triste — hospedador permitird generar informacién para tomar decisiones a la hora de
planificar este tipo de actividades forestales con el fin de generar el ambiente menos propicio para el

desarrollo de A. triste, vector de R. parkeri.

En cuanto a los factores del hospedador estudiados, cabe mencionar la relevancia de las diferencias de
abundancia media de A. friste encontradas entre las especies de roedores estudiadas. Oxymycterus rufus
fue la especie que presentd la mayor abundancia media asi como prevalencia de A. triste al compararla
con A. azarae, las dos especies de roedores mds abundantes en el presente estudio. Diferencias en el uso
del habitat y caracteristicas morfolégicas conocidas entre ambas especies podrian ser causantes de las
diferencias encontradas; asi como también potenciales disimilitudes en la respuesta del sistema inmune y
comportamiento anti-parasitario que son por el momento desconocidas. Otros factores del hospedador
que se encontraron asociados a la abundancia de A. triste en A. azarae fueron los titulos de anticuerpos
naturales, el sexo, la edad/largo de cuerpo y la condicion corporal, las tres ultimas en relacion a la
presencia de otro parasito. Para la variable sexo, las diferencias se encontraron segun la carga de piojos,
y en el caso de largo de cuerpo y condicion corporal los resultados observados dependieron de la co-
infestacion con la garrapata I. loricatus. Nuevamente, conocer qué factores favorecen a un mayor
parasitismo de A. triste en sus hospedadores sigmodontinos es fundamental para conocer la ecologia de
esta garrapata y considerar los riesgos de intervenir el ambiente de forma tal que afecte a las poblaciones
de roedores sigmodontinos. Por ejemplo, actividades humanas que alteren el ambiente generando una
modificacion de las caracteristicas de las poblaciones de roedores, como ser aumentando el nimero de
O. rufus de la poblacion o disminuyendo la condicién corporal de sus integrantes, podrian generar
condiciones mds favorables para el desarrollo de los estadios inmaduros de A. friste, aumentando asi el

nimero de vectores de R. parkeri en el ambiente.

Las interacciones dentro de las comunidades ectoparasitarias han sido en general poco estudiadas. En el
caso de la abundancia de los estadios inmaduros de A. triste en A. azarae, podemos decir que se
encuentra correlacionada con la co-infestacion con diversos ectopardsitos. Este tipo de asociaciones
fueron principalmente positivas y bajo el efecto de interacciones, como se menciond previamente, entre
factores del hospedador y del ambiente para I. loricatus, y del hospedador para piojos y pulgas. Los
mecanismos que median estas interacciones sinérgicas podrian basarse en “cooperaciones” entre la
presencia de un pardsito y el parasitismo de otro en un mismo hospedador a través de la deplecién del
sistema inmune general, de manera selectiva o como consecuencia de un trade-off fisiolégico. La
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presente tesis permitié generar informacién de base sobre la interaccién entre ectoparasitos de A. azarae
que deberia ser tenida en cuenta a la hora de estudiar los factores asociados a la abundancia de un
pardsito y que podrd ser utilizada en estudios futuros y enfocados a conocer los mecanismos del

mencionado fenémeno.

Si bien la mayoria de las especies de roedores estudiadas en el presente trabajo presentaron algtin grado
de infestacion con A. triste, la asociacion mads relevante para la ecoepidemiologia de R. parkeri fue la
encontrada con O. rufus. Esta especie de roedor fue la que se encontré significativamente mds parasitada
con A. triste asi como también la que presentd los valores de seroprevalencia de R. parkeri mas
elevados, sugiriendo una mayor exposicion de esta especie al patdgeno y cumpliendo asi un importante
rol en la alimentacién de su vector. En el presente trabajo no se consigui6 aislar ADN de R. parkeri a
partir de los roedores muestreados, sin embargo, como fue discutido anteriormente, esto no
necesariamente implica la ausencia de infeccidn, ya que esta podria suceder a niveles no detectables por
la técnica diagndstica empleada, o la toma de muestras podria haberse realizado con posterioridad al
periodo de multiplicacién de R. parkeri en pulmén o que esta multiplicacion suceda solo en el sitio de
inoculacion en piel. Podemos inferir que algunas de estas situaciones tienen lugar ya que los resultados
de seroprevalencia hallados sugieren la existencia de circulacion del patdgeno entre las especies de
roedores muestreadas. Por otro lado, si bien ha sido demostrado que A. triste ademds de funcionar como
vector de R. parkeri es también su reservorio, gracias a su transmision transovdrica y transestadial,
Nieri-Bastos y col. (2013) demostraron una mayor mortandad de ninfas de A. triste infectadas con R.
parkeri en comparacion a ninfas no infectadas. Lo que da lugar a considerar la existencia de
hospedadores amplificadores que permitan mantener a R. parkeri en A. triste a lo largo de sucesivas
generaciones. Otro posible papel como amplificadores de R. parkeri que potencialmente podrian
desarrollar los roedores sigmodontinos es a través de la co-alimentacion. Wrigth y col. (2015b)
demostraron en cobayos que especimenes de A. americanum no infestados pueden contraer R. parkeri
por co-alimentacién con A. maculatum infestadas, asi como Zemtsova y col. (2010) demostraron el
mismo fenémeno de co-alimentaciéon de R. conorii israelensis entre R. sanguineus en caninos
domésticos. Si bien en el presente estudio no pudo ser confirmado que los roedores sigmodontinos
estudiados cumplan el rol de amplificadores, ya sea mediante la multiplicaciéon de R. parkeri en sus
tejidos o mediante el rol como sustrato para la ocurrencia de co-alimentacién entre A. triste infectadas

con R. parkeri a no infectadas, se puede sugerir que los roedores sigmodontinos, y principalmente O.
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rufus, participan en la ecologia de R. parkeri en la region al alimentar a los estadios inmaduros de su
vector, A. triste.

El hecho de conocer qué factores estdn implicados en las mayores abundancias de A. triste nos permite
saber qué zonas pueden ser mds o menos propensas a la circulacién de R. parkeri. Cabe destacar la
importancia de considerar la influencia positiva que genera la presencia de ganado bovino sobre A. triste
a la hora de planificar el asentamiento de explotaciones ganaderas en regiones donde estd presente R.
parkeri, asi como al manipular con fines productivos el medio ambiente, lo que puede generar
alteraciones en el equilibrio entre especies de roedores generando el aumento de algunas especies con la
disminucién de otras. Modificaciones en el ambiente que afecten a la abundancia de A. azarae (especie
de roedor mds abundante en el drea de estudio) podrian tener como consecuencia el aumento de O. rufus,
aumentando asi la disponibilidad del hospedador més eficiente para estadios inmaduros de A. triste con
el posible consecuente aumento de la circulacion de R. parkeri. Futuros estudios experimentales que
evaluen la potencialidad de O. rufus como amplificador de R. parkeri y los mecanismos por los cuales
representa un importante hospedador de A. triste, permitirdn dilucidar aquellos aspectos de la interaccion

O. rufus — R. parkeri que no han podido ser comprendidos mediante el presente estudio observacional.
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